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Die Wirkungsweise des Calciums. 


Il. Mitteilung: 


Antagonistische Herzwirkung von Calcium und Magnesium bei normalen 
Kialbern. 


Von 


B. Sjollema, L. Seekles und F. (. van der Kaay. 


Aus dem Laboratorium ftir medizinische Veterinaérchemie und der Klinik 
fiir tierérztliche Obstetrie und Gynakologie der Reichsuniversitat Utrecht.) 


(Eingegangen am 4. November 1931.) 


In unserer ersten Mitteilung! konnten wir zeigen, daB die Herz- 
wirkung von intravenés zugefiihrtem Calciumchlorid bei an Paresis puer- 
peralis (Gebarparese) leidenden Rindern abhangig ist von dem Gehalt des 
Blutserums an Calcium, anorganischem Phosphat und Magnesium. Aus 
unseren graphischen Darstellungen ging hervor, daB es als méglich 
erachtet werden miisse, durch Einspritzung einer Mischung von Calcium- 
und Magnesiumchlorid im richtigen Verhaltnis das gefahrliche Gebiet 
vom Frequenzkurvetypus II zu vermeiden bzw. das Auftreten von 
Herzarhythmien zu verhindern. Die Kostspieligkeit des Materials 
erwachsene Kiihe — veranlabte uns, die weiteren Versuche zuerst 
an jungen Kalbern im Alter von 3 bis 5 Tagen anzustellen. Weil die 
minerale Zusammensetzung des Blutserums unserer Versuchstiere 
niemals erhebliche Verschiedenheiten zeigte — das Serum enthielt 
immer etwa 10 bis 12 mg-° Ca, 8 bis 10 mg-°% P und 2 bis 3 mg-°,, Mg 
konnte die Frage nicht anders gelést werden als durch die genaue 
Vergleichung der Resultate zweier Versuchsreihen, wobei in einem 
Falle nur Calciumchloridlésungen, im anderen Mischungen von Calcium- 
und Magnesiumchlorid intravenés eingespritzt wurden. 

Aus anderen Untersuchungen, die wir anstellten, ist hervor- 
gegangen”, daB es sehr groBe individuelle Differenzen gibt zwischen 
den verschiedenen Versuchskalbern beziiglich ihrer Reaktion gegen- 


1 Diese Zeitschr. 248, 316, 1931. 
® Die Ergebnisse werden wir in kurzem a. a. O. mitteilen. 
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uber Calciumchlorideinspritzungen und daB durch Anderung der Mengen 
Calciumchlorid, die eingespritzt wurden, die Resultate sich quantitativ 
erheblich anderten. 

Fir unsere Versuche wahlten wir Dosen von 3 bis 6 g kristallisierten 
Calciumehlorids pro 30 kg Lebendgewicht in 10°,iger Lésung, das sind 
Dosen, welche eine geniigende Toxizitat zeigen, d. h. eine deutliche Reaktion 
auslésen, die aber im allgemeinen keinen plétzlichen Tod \eranlassen. 
Die Menge des kristallisierten Magnesiumchlorids, welche in zweiter Versuchs- 
reihe, zusammen mit dem Calciumchlorid, eingespritzt wurde, wechselte 


zwischen | und 2,25 g¢ MgCl,*, stets in 10°,iger Lésung. 


AuBer diesen zwei Versuchsreihen stellten wir noch eine dritte an, 
namlich mit reinen Magnesiumchloridlésungen. Auf diese Weise 
konnten wir feststellen, in wieweit die Wirkung der Magnesium-Calcium- 
mischung mit der Wirkung der beiden Komponenten iibereinstimte 
bzw. davon differierte, was notwendig war fiir die Beurteilung des 
Antagonismus zwischen den beiden Salzen. 


Versuchsteil. 


Die Methodik war genau dieselbe, wie in der vorhergehenden Mitteilung 
angegeben wurde. 

Caleiumchlorid wurde in den oben angegebenen Dosen eingespritzt 
bei 22 Kiilbern. Wir spritzten stets so schnell wie méglich — etwa innerhalb 
'/, Minute ein. Bei 1] Kalbern wurde eine betrachtliche Arhythmie 
festgestellt nach der Zufiihrung von 3, 4, 4, 5, 5, 5, 5, 6, 6, 6 und 6g CaCl. 
Eine maéBige Arhythmie trat auf in 4 anderen Fallen, und zwar nach der 
Eimspritzung von 3, 4, 4 und 5g CaCl,. In den 6 weiteren Fallen nach 
der Injektion von 3, 3, 4, 4, 4 und 5g CaCl, war der Rhythmus nicht 
gestért. Bei einem Kalbe trat wahrend der Einspritzung von 5¢ CaCl, 
ein akuter Herzstillstand aut. 

Magnesiumchlorid wurde in Dosen von 6 bis 10 g pro 30 kg in 10°, iger 
Lésung eingespritzt bei 4 Kalbern. Es traten von seiten des Herzens und 
der Atmung genau dieselben Symptome auf wie bei der {njektion von 
reinen Caleciumchloridlésungen !. 

Bei 3 Tieren erfolgte ein plétzlicher Herztod, und zwar nach der Fin- 
spritzung von 6, 10 und 10g kristallisiertem Mg(Cl,. Beim vierten Kalb 
trat nur eine voriibergehende Senkung der Herzfrequenz ohne Arhythmie 
auf. Bei 2 anderen Kalbern injizierten wir Lésungen von MgSO, 7 aq. 
und zwar in einem Falle 2 g, im anderen 4g dieses Salzes. Es erfolgte in 
beiden Fallen nur eine geringe Senkung der Herzfrequenz ohne Arhythmie. 

Mischungen von Calcium- und Magnesiumchlorid wurden bei 21 Kalbern 
injiziert, in Dosen von 4 bis 6g CaCl,, gemischt mit 1 bis 2,25 g MgCl. 
Viermal trat eine deutliche Arhythmie auf, und zwar dreimal nach der 
Linspritzung von 4g CaCl, und 2 g MgCl, und einmal nach 6 g CaCl, und 
2,25¢ MgCl,. Die Herztatigkeit war fast regelméBig in 6 anderen Fallen, 
zweimal nach der Injektion von 4g CaCl, und 1 g MgCl,. einmal nach 4 ¢ 


* Die Mengen det Salze beziehen sich stets auf CaCl, 6aq und MgCl, 6aq. 
' Wir werden hieriiber, wie iiber den Calcitum-Magnesiumantagonismus 
bei der Narkose, noch weitere Mitteilungen machen. 
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Cl, und zweimal 


CaCl, und 15g MgCl. einmal nach 6g CaCl, und 2g MgCl, 
nach einer Mischung von 6g CaCl, und 2,25 ¢ MgCl. 

In den weiteren 11 Fallen war der Rhythmus ungestért. Es wurd 
dabei eingespritzt: dreimal eine Mischung von 4g CaCl, und |g MegCl,: 
siebenmal 4g CaCl, und 1,5g MgCl, und einmal eine Mischung von 69 
CaCl, und 2¢ MgCl. : 

Ein Mischungsverhaltnis von 4g CaCl, und 15g MgCl, stérte das 
Hierz am wenigsten. Bei einer relativen Herabsetzung der MgCl,-Menge 
wird die Giftwirkung des Calciums nicht vollstandig aufgehoben, bei einer 
relativen Erhéhung der MgCl,-Menge kann die héhere Mg-Konzentration 
eine Herzarhythmie auslésen’. 

Es zeigt sich also, daB nach den Calciumchlorideinspritzungen in 
mehr als 70°, der Falle eine betrachtliche oder maBige Arhythmie 
aufgetreten ist. (In einem Falle starb das Kalb wahrend de 
Injektion.) 

Nach der Einspritzung der Calcium-Magnesiummischungen wurde 
die Herzwirkung nur in 20°, der Faille erheblich gestért, in 50°, der 
Falle wurde gar keine Stérung festgestellt, und in 30°, der Falle war 
sie kaum nachweisbar. Da die Giftwirkung des Calciums auf das Herz 
durch die Beimischung einer richtigen Menge Magnesiumchlorids 
aufgehoben werden kann, ist durch diese Versuche festgestellt. 

Wir stellen uns vor, daB die Vorbeugung der schadlichen Herz- 
wirkung durch Anwendung einer Mischung von Ca- und Mg-Salz_ bei 
unseren normalen Versuchskélbern dadurch erklart werden mu, dal 
die Mengenverhaltnisse von Ca und Mg im Blute nach der Injektion 
giinstiger sind als bei alleiniger Anwendung von CaCl,. Einen Grund hier- 
fiir sehen wir in den Resultaten, welche gebarparetische Kiihe uns 
gaben, d. h. wir fanden, daB die Wirkung des Calciums auf das Herz bei 
diesen Tieren mit der Zusammensetzung des Blutserums des be- 
treffenden Tieres zusammenhangt. 

Wir konnten auch bei diesen gebarparetischen Tieren die ent- 
giftende Wirkung des Magnesiums auf intravendse Calciumzufiihrung 
feststellen. In der dritten Mitteilung wird hieriiber Naheres berichtet. 

Wir méchten nochmals auf das Ergebnis hinweisen, daB CaCl, 
und MgCl, jedes fiir sich dieselbe Stérung der Herzwirkung verursachen, 
daB aber durch Mischung dieser Salze diese schadliche Wirkung au:- 
bleibt. Es darf auch hieraus der SchluB gezogen werden, daB die Kon- 
zentrationsverhaltnisse hier das wichtige Moment bilden. 

Es sei nachdriicklich betont, daB es nach unseren Erfahrungen 
keine entgiftende Wirkung des Calciums durch das Magnesium be- 
ziiglich der Lungenschadigung gibt, wenigstens nicht in den Verhalt- 


' Es wurde noch viermal eine Mischung von 7g CaCl, und 6g MgCl, 
eingespritzt. Zweimal trat systolischer Stillstand wahrend der Injektion 
auf, in den zwei anderen Fallen war der Rhythmus nicht gestért. 








4 B. Sjollema, L. Seekles u. F.C. vander Kaay: Wirkungsweise d. Calciums. IT. 


nissen der zwei Salze, wie sie von uns angewendet wurden. Was die 
Wirkung der Ca-Mg-Mischungen auf die Kapillaren in den Alveolen- 
septa betrifft, konnte vielmehr ein Synergismus von Calcium- und 
Magnesiumchlorid festgestellt werden. 

Ohne elektrokardiographische und weitere pharmakologische Beob- 
achtungen kann der festgestellte Ca-Mg-Antagonismus nicht vollig erklart 
werden. Wir erwihnen nur die Méglichkeit eines von Ca veranlaBten 
Krampfes der KoronargefaBe', wodurch eine mangelhafte Blutzufiihrung 
nach der Arbeitsmuskulatur sowie nach dem Atrioventrikularsystem statt- 
findet. Der Erfolg kénnte, wie bei der Angina pectoris, eine Stérung der 
Reizleitung sein. Magnesiumsalze kénnten dann diesen Krampfzustand 
aufheben oder wenigstens in seinem Ausma8 vermindern, so daB eine 
normale Blutdurchstré6mung des Herzens wieder méglich ware. Die Ursache 
der individuellen Unterschiede kénnte vielleicht, wenigstens teilweise, in 
den normalen Variationen des Durchmessers und der Kontraktilitat der 
KoronargefaBe gesehen werden 2. 

Man darf erwarten, daB Vorbehandlung mit gefaBerweiternden 
Mitteln, z. B. Nitroverbindungen, die in kleinen Dosen eine spezifisch 
erweiternde Wirkung auf das Koronarsystem ausiiben, ebenfalls die 
schadliche Wirkung des Calciums, soweit sie die Stérung der Reiz- 
leitung betrifft, aufheben kann. 

Wir danken den Herren Tierarzten N.C. W. Hesse und G. H. B. Teu- 
nissen, sowie Herrn H. Hooghoudt, Analytiker, fiir ihre Unterstiitzung bei 
unseren Versuchen. 


Zusammenfassung. 


1. Intravenése Einspritzungen von CaCl, und MgCl, jedes fiir 
sich, lésen ahnliche Symptome auf das Herz von jungen Kalbern aus. 

2. Bei der intravenésen Injektion einer Mischung dieser beiden 
Salze im richtigen Verhaltnis ist die schadliche Wirkung auf das Herz 
wesentlich herabgesetzt. Ein Mischungsverhaltnis von 4 Tln. CaCl, 6 aq 
und 1,5’Tle. MgCl, 6aq stort das Herz am wenigsten. 


1 J. KaulberB, Med. Déswiadezalna i Spoleezna 9, 458, 1929; referiert 
in Chemical Abstracts 28, 3977, 1929, zeigte eine Verengerung der Blut- 
gefaBe und Blutdruckerhéhung nach intravenéser Einspritzung von Calcium- 
jodidlésungen. 

2 Wie bekannt, konnte A. Cabitto, Rass. clin. terap. sci. affini 29, 
57, 1930, referiert in Chemical Abstracts 25, 354, 1931, bei der Durch- 
strémung isolierter Froschherzen einen Synergismus zwischen Ca und Mg 
feststellen. 








Die Wirkungsweise des Caleciums. 


Ill. Mitteilung: 


Die antagonistische Herzwirkung von Calcium und Magnesium bei Rindern 
mit gestértem mineralen Regulierungsmechanismus. 


Von 
L. Seekles, B. Sjollema und F. (. van der Kaay. 


(Aus dem Laboratorium fiir medizinische Veterinarchemie und der Klinik 
fiir tierairztliche Obstetrie und Gynakologie der Reichsuniversitaét Utrecht ) 


(Eingegangen am 4 November 1931.) 


Der in der ersten Mitteilung' von uns auf Grund theoretischer 
Betrachtungen gezogene SchluB, daB bei der Gebarparese Entgiftung 
von intravenés zugefiihrtem Calcium durch Magnesium méglich sei, 
wurde in der vorliegenden Arbeit experimentell gepriift und bestatigt. 

Es sei daran erinnert, daB auch fiir normale Tiere (Kalber) dieselbe 
entgiftende Wirkung des Magnesiums auf die Calciumschadigung des 
Herzens festgestellt werden konnte®. Ein Mischungsverhaltnis von 
4 Tln. kristallisiertem Calciumchlorid auf 1,5 Tle. kristallisiertes 
Magnesiumchlorid stérte das Herz dieser normalen Tiere am wenigsten. 

Wir injizierten nun bei gebarparetischen Kiihen eine Mischung von 
40 ¢ kristallisiertem Calciumchlorid und 15g kristallisiertem Magnesium- 
chlorid, gelést in 300 cem Wasser. Es konnte bei der Einspritzung diese1 
Mischung ein giinstiges Resultat erwartet werden, denn wenn man herechnet. 
wie bei gebiarparetischen Tieren die Konzentrationen an Ca, PO, und Mg 
im Blutserum nach der Injektion werden 8, so zeigt es sich, daB man wihrend 
der Injektion das gefahrliche Gebiet vom Herzfrequenzkurvetypus I] 
schnell verlaBt. Dasselbe gilt auch fiir die Falle. bei denen die Blutzusammen- 
setzung das Auftreten von Herzblock Frequenzkurvetypus IT er- 
warten 1aBt. 

Das Resultat unserer Versuche war mit dieser Erwartung vollig 
in Einklang, wie aus dem experimentellen Teil hervorgeht. 

Die Methodik bei diesen Untersuchungen war ganz dieselbe wie 
friiher. 


' Diese Zeitschr. 2438, 316, 1931. 

* IT. Mitteilung, ebendaselbst 244, 1, 1932. 

3 Man kann die genannte Berechnung leicht machen an der Hand von 
den in der I. Mitteilung angefiihrten Tabellen und graphischen Darstellungen. 
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Wirkungsweise des Caleciums. ITT. 7 


Versuchsteil. 


kristallisiertem MgCl, in 300 cem Wasser gelést, in 32 Fallen von Gebiir- 
parese ein, von denen drei Rezidivfille waren (Nr. 8a, 18a und 25a, 
Tabelle I). 


Wir spritzten eine Mischung von 40 y kristallisiertem CaCl, und 15 ¢ 


Ks zeigte sich dabei folgendes : 

1. Kurventypus Il, d.h. der gefahrliche Typus, gekennzeichnet 
durch eine schnelle Steigerung der Frequenz und Herzblock, wurde 
kein einziges Mal aufgefunden. Es kamen nur der normale Typus | 
(2lmal) und die ebenfalls ungefahrlichen Typen A und B (11 mal) vor. 

Dies bedeutet also, daB es bei Anwendung dieser Mischung, in 
der angegebenen Menge, nicht zu funktionellen Herzschadigungen 
kommt, was bei der Injektion von Calciumlésungen ohne Magnesium 
wohl der Fall ist. 

2. In 21 Fallen blieb der Rhythmus wahrend der Injektion und 
nachher ungestért. In 9 anderen FiJlen war der Rhythmus wahrend 
der Kinspritzung nicht gestért ; nachher trat eine selie geringe Arhythmie 
auf, die héchstens 1 bis 2 Minuten dauerte. In den Fallen 4 und 29 
war die UnregelmaBigkeit der Herzwirkung betrachtlicher — im Fall 4 
sogar sehr betrachtlich —. Es laBt sich erklaren, daB es eben bei diesen 
Tieren und bei keinem anderen eine Komplikation gab: die Gebar- 
parese war hier vor dem Partus aufgetreten. Schon einige Stunden 
lang war das Tier in Partu; zweifelsohne ist das Herz von den stunden- 
langen Anstrengungen beeintrachtigt worden, so daB es nicht so regel- 
maBig funktionierte wie in den 30 anderen Fallen. 

3. Besonders wichtig war die giinstige Wirkung der Calcium- 
Magnesiummischung in den fiinf Fallen, bei welchen die Blutserum- 
zusammensetzung das Auftreten vom gefahrlichen Typus Il (Herzblock) 
erwarten lieB, d.h. die Fille mit niedrigem Serumealcium-, hohem 
Phosphat- und wechselndem Mg-Gehalt. 


Tahbelle I. 


Kalle, bei denen das Auftreten von Typus II zu erwarten war. 





Nr. 01, Ca 9 PO, 1, Mg Summe in Typus Rhythmus 
¢ Atom(ionen) 

6 33,3 32,7 34,0 O315 I tr 

9 32,8 42.1 25,1 0,458 | Lop 

15 31,3 38.8 29.9 0.373 | r 

16 32,8 41,0 26,2 0,290 B r 

28 31,6 29.6 38.8 0.317 I r 

l'ypus II 

in Mittel ** 30.6 36.3 33,1 0,353 Il g. Ul. 


* Bedeutung der Buchstaben s. Tabelle I. 
** I. Mitteilung, diese Zeitschr. 248, 316, 1931 
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Es wurden also in keinem von diesen fiinf Fallen bei der Injektion 
der Calcium-Magnesiummischung weder der Typus II noch eine be- 
trachtliche Stérung des Rhythmus aufgefunden. 

Man kann hieraus den SchluB ziehen, daB, genau nach der Er- 
wartung, die Beimischung des Magnesiumsalzes die schadliche Herz- 
wirkung des Calciums verhiitet hat. 


Zusammenfassung. 


1. Die Entgiftung des intravenés zugefiihrten Calciumchlorids 
durch Mischung mit Magnesiumchlorid wurde in 30 Fallen von Gebar- 
parese experimentell bestatigt. 

2. Auch in den Fallen, in denen die minerale Blutserumzusammen- 
setzung das Auftreten von funktionellen Stérungen des Herzens (Herz- 
block) erwarten lieB, ist nach der intravenésen Einspritzung der Ca-Mg- 
Mischung keine St6rung der Herzwirkung aufgetreten. 


Wir danken den Herren Tierarzten N.C. W. Hesse und G. H. B. Teu- 
nissen, sowie Herrn H. Hooghoudt, Analytiker, fiir die Hilfe bei diesen 
Untersuchungen. 
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Uber das Himin des sauerstoffiibertragenden Ferments' der 


Atmung, iiber einige kiinstliche Himoglobine und iiber 
Spirographis-Porphyrin. 


Von 
Otto Warburg und Erwin Negelein. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie. Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 10. Oktober 1931.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


Wir haben uns die Aufgabe gestellt, Kohlenoxyd-Haiminverbin- 


dungen zu finden, deren Absorptionsbanden mit den Banden des sauer- 
stoffiibertragenden Ferments tibereinstimmen. Das gewéhnliche Blut- 
hiimin schied von vornherein aus. Seine Banden sind zu kurzwellig 


g, und 


keine MaBnahme Anderung des Aggregatzustandes, Adsorption, 
hoppelung mit Basen oder Eiweibkérpern war imstande, die Blut- 
haminbanden in die Nahe der Ferment banden zu verschieben. 


Wir haben gefunden, daB es andere Hamine gibt, mit denen man 


die Fermentbanden erzeugen kann. Koppelung der Himine mit Eiwei 
war dabei notwendig. Die besten Resultate gab Globin, das wir nach 
Wu? aus Himoglobin darstellten. (Die bei der Koppelung mit Glebin 
entstehenden kiinstlichen Hamoglobine binden vielfach, wie das kiinst- 
liche Bluthamoglobin®, Sauerstoff reversibel, woriiber im folgenden 
berichtet wird.) 


1 Da der Ausdruck .,Atmungsferment‘' zu unbestimmt ist. wollen wir 


die Definition, in der die Bedeutung des Ferments zum Ausdruck kommt, 
jedesmal wiederholen. Wir werden also in Zukunft immer sagen ,,Das 
sauerstoffiibertragende Ferment der Atmung‘*, dabei aber daran denken, 
da8B Sauerstoffiibertragung hier in tibertragenem Sinne zu verstehen ist. 
Der Sauerstoff wird nicht als solcher tibertragen, sondern er oxydiert das 
zweiwertige Fermenteisen zu dreiwertigem Eisen. 


2 Hsien Wu, Proc. Soc. Exper. Biol. and Med. (Utica, N. Y.) 26, 


741, 1929. 


3 M.L. Anson u. A. E. Mirsky, Journ. of Physiol. 60, 50, 1925; R. Hill 


u. H. F. Holden, Biochem. Journ. 20, 1326, 1926. 


1* 





O. Warburg u. E. Negelein: 


Als das Fermentspektrum gefunden wurde!, waren noch keine 
Hamine dargestellt worden, deren Banden soweit in der Nahe der 
Fermentbanden lagen, daB ihre Konstitution fiir die Ferment konstitution 
in Betracht kam. Ein Jahr darauf stellte H. Fischer? Diacet yldeutero- 
hamin und dann, durch Reduktion® von Chlorophyll a mit Jodwasser- 
stoff, Phaohamina dar, zwei Hamine, deren Banden im Vergleich 
zum Bluthamin in der Richtung der Fermentbanden (nach Rot) ver- 
schoben sind. Doch sind auch die Banden dieser Hamine noch zu 
kurzwellig. 

Da Chlorophyll b allgemein langwelligere Banden als Chlorophyll a 
hat, so reduzierten wir Chlorophyll b mit Jodwasserstoff und erhie!ten4 
Phaohamin b, das, an Globin gebunden, Fermentbanden zeigt. Phao- 
hamin b enthalt zwei Carboxylgruppen und auBerdem ein oder zwei 
iiberzihlige Sauerstoffatome, von denen eines als Ketonsauerstoft 
gebunden ist. Wir beschreiben im folgenden die optischen Eigen- 
schaften von Phaiohamoglobin b (und zum Vergleich Phaophorbid-b- 
Hamoglobin®, einen interessanten Bastard aus Tier- und Pflanzenreich. 
Phaiophorbid-b-Hamoglobin ist Chlorophyll b, das statt Magnesium 
Kisen und statt Phytol Globin enthalt.) 

Ein zweites Hamin, das, an Globin gekoppelt, Fermentbanden 
zeigt, ist Spirographishamin, das wir aus dem Blutfarbstoff des Borsten- 
wurmes Spirographis darstellten®.  Spirographishamin enthalt zwei 


Carboxylgruppen und ein tiberzahliges Sauerstoffatom, das als Keton- 
sauerstoff gebunden ist. Wir beschreiben im folgenden die Darstellung 
die optischen Eigenschaften von 


von Spirographis-Porphyrin und 
Spirographishamoglobin (und zum Vergleich Chlorocruorin’, eine Ver- 
bindung von Spirographishamin mit einem anderen Eiweibkérper). 

Wir haben gefunden, daB man die Atomgruppierung, die die 
Fermentbanden erzeugt, zum Verschwinden bringen und wieder er- 
zeugen kann. In schwach alkalischen Lésungen von Phaohimin b und 
Spirographishamin verschwinden":* die Fermentbanden, es erscheinen 
bluthaminahnliche Banden. Sauert man an, so geht die Umlagerung 
zuruck, die Bluthaminbanden verschwinden, die Fermentbanden 
erscheinen. Als Modell mag eine Beobachtung von Hans Fischer* 


1 O. Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr. 202, 202, 1928; 214, 64, 1929. 
2 H. Fischer u. K. Zeile, A. 468, 98, 1929. 

3 H. Fischer, Sitzungsberichte der Bayr. Akad. d. Wissensch. 1929, 8. 
40. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 2385, 240, 1931. 

5 QO. Warburg, Chem. Ber. 64, 682, 1931; (Darstellung von Phao- 

phorbid-b-Hamin). 

6 O. Warburg, E. Negelein u. E. Haas, diese Zeitschr. 227, 171, 1930. 
7 H. Munroe Fox, Proc. Roy. Soc. London. Ser. B. 99, 199. 1926. 

8 H. Fischer, O. Moldenhauer u. O. Siiss, Liebigs Ann. 486, 107, 1931. 
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dienen. Lassen wir das fiir uns Unwesentliche fort, so hat Phaopor- 
phyrin a nach H. Fischer die beiden Konstitutionen: 


Ring offen. Ring geschlossen 
( 
HO 
CH, = He—Co 
” < 
oOo LHO 
GO OT ‘ On H, COOH 


Naher auf diese Verhaltnisse einzugehen, ist verfriiht, weil die 
Konstitution des Chlorophylls b noch unbekannt ist. Nur die Phao- 
hamine aus Chlorophyll b zeigen ja die voll ausgebildeten Ferment- 
banden. Doch scheint es uns, daB das sauerstoffiibertragende Ferment 
mit dem Blutfarbstoff nicht naher verwandt ist, als mit dem Chlorophyll. 
Vielleicht sind Blut- und Blattfarbstoff aus dem Ferment entstanden, 
der Blutfarbstoff durch Reduktion, der Blattfarbstoff durch Oxydation. 


Inhaltsiibersicht. Seite 

1. Globinlésung nach Hsten Wu... .... 2. 2. wee eevee LS 

2. Die Haémine und ihre Koppelung mit Globin  . . . . 2... 2...) 12 

3. Umlagerung von Phaiohamin b und Spirographishaémin . . . . . 18 
4. Reversible Bindung des Sauerstoffs an Rhodohimoglobin, Diacet yl- 

deuterohamoglobin und Phaiohimoglobinb .. . 2... 2. 2. ee. U0 


5. Spektrum des Phaohimoglobins b und seiner Kohlenoxyd- 


I le ret See Re eo ae. hg oe a, NEG ae el No sey ee 
6. Spektrum des Spirographishimoglobins und seiner Kohlenoxyd- 

I Ra Se ae A ee ee ee ee en ae 
7. Spektrum des Chlorocruorins und seiner Kohlenoxydverbindung . 2% 


1. Globinlésung nach Hsien Wu', 


500 cem Ochsenblut wurden auf der Zentrifuge mit 0,9°,iger 
Kochsalzlésung gewaschen, scharf zusammenzentrifugiert und durch 
Zusatz von Wasser (Blutvolumen) cytolysiert. Mit 10 g Kaliumferri- 
cyanid wurde das Hamoglobin zu Methimoglobin oxydiert. Dann 
wurde in Kollodiumhiilsen 48 Stunden bei 0° gegen flieBendes destil- 
liertes Wasser in dem Apparat von Kunitz und Simms* dialysiert, zu 
der dialysierten Fliissigkeit Aluminiumhydroxyd gegeben  (halbes 
Volumen) und zentrifugiert. So wurde eine salz- und stromafreie 
Methamoglobinlésung erhalten, die keine reine Lésung von Methimo- 
globin war, sondern alle léslichen und nicht dialysablen Bestandteile 
der roten Blutzellen enthielt. 


Aluminiumh ydroxyd: 1 Liter 2°,ige Aluminiumsulfatlésung wird bis 
zur schwach alkalischen Reaktion mit 2°,iger Ammoniaklésung versetzt. 


' Hsien Wu, Proc. Soc. Exper. Biol. and Med. 26, 741, 1929. 
2 M. Kunitz and H.S. Simms. Journ. of Gen. Physiol. 11, 641, 1928 
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Der gebildete Niederschlag wird mit destilliertem Wasser auf der Zentri- 
fuge neutral gewaschen. Man zentrifugiert dabei so kurz wie méglich, 
fest zusammenzentrifugierte Niederschlage lassen sich schwer waschen. 

Die Konzentration der so gewonnenen Methamoglobinlésung 
wurde manometrisch mit Kohlenoxyd bestimmt! (1 cmm CO ist aqui- 
valent 0,74 mg Methamoglobin). Die Lésung war 7,7°,ig in bezug 
auf Methamoglobin und wurde zur Spaltung auf 4°, verdiinnt. 

Die Spaltung wurde mit je 80 ccm der 4°, igen Lésung vor- 
genommen. Alle Fliissigkeiten und GefiBe waren dabei auf 0° ab- 
gekiihlt. SOcem Methamoglobinlésung wurden mit 40 ccm n/5 Salz- 
siiure versetzt, mit Alkoholaither (130 ccm Alkohol, 450 ccm Ather) 
im Scheidetrichter gemischt und eine halbe Minute geschittelt. Nach- 
dem sich die Phasen getrennt hatten, wurde die untere fast farblose 
Lésung mit 300 ccm Wasser verdiinnt und mit 40 ccm n 5 Natron- 
lauge neutralisiert. Hierbei ausfallendes denaturiertes Globin wurde 
durch ein Faltenfilter entfernt. Das Filtrat war eine 0,3- bis 0,4°,ige 
neutrale Lésung von nichtdenaturiertem Globin (Gehaltsbestimmung 


nach Ajeldahl). 

Die Globinlésung war fiir unsere Zwecke zu verdiinnt. Durch 
Kindampfen in dem Apparat von Gaede-Straub? (AuBentemperatur 45°, 
Innentemperatur fast 0°) wurde sie konzentriert. 2'/, Liter, entsprechend 
5 Spaltungsansatzen, wurden dabei in 5 Stunden auf einige ccm ein- 
gedampft. Sie wurden mit 200ccm Wasser aufgenommen und von 
Globin, das beim Eindampfen denaturiert worden war, durch Filtrieren 
(Faltenfilter) getrennt. Das Filtrat war in bezug auf Globin 3,3 ° jig. 
Die Lésung wurde im Eisschrank bei 0° aufbewahrt und blieb hier 
wochenlang klar. 


2. Die Hadmine und ihre Koppelung mit Globin 


In diesem Abschnitt berichten wir tiber die Koppelung der fol- 
genden Hamine mit Globin: 


Bluthaémin: C34 Hg2N,O,FeCl (Molekulargewicht 651). 

Phiohamin b?: C32 Hog NgO, Fe Cl(CH,CH,CO) + 1C LH 
(Molekulargewicht 714). 

Phaiophorbid-b-Himin*: C,;H ,;N,O,FeCl(C H,C H.C O) ic 2H 
(Molekulargewicht 754). 

Spirographishaémin® : C32 Hyp NgO;FeCl + 1 C 2 H (Molekular- 
gewicht 643). 


! O. Warburg u. A. Reid. diese Zeitschr. 242, 149, 1931. 

2 W. Gaede u. W. Straub, ebendaselbst 165, 247, 1925. 

3 O. Warburg u. W. Christian, ebendaselbst 235, 240, 1931. 

' GO. Warburg, Chem. Ber. 64, 682, 1931. 

» O. Warburg, E. Negelein u. E. Haas, diese Zeitschr. 227. 171, 1930 
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Bluthamin und Spirographishamin waren aus Eisessig, Phiio- 
himin b und Phaophorbid-b-Hamin aus Propionsaure kristallisiert. 
Die beiden zuletzt genannten sind Verbindungen mit Propionsiure- 
resten. 

Dab Spirographisbamin eine Dicarbonséure ist, wurde an anderer 
Stelle! gezeigt. DaB Phaohamin b eine Dicarbonséure ist, wurde durch 
Verestern des Phaioporphyrins b und Methoxylbestimmung nachge- 
wiesen. 

Dimeth ylester des Phdoporphyrins 6. 300 mg Phioporphyrin b? wurden 
in 50cem Methylalkohol suspendiert und bei 0° mit trockenem Chlor 
wasserstoff gesittigt. Nach etwa dreistiindigem Stehen bei 18° wurde die 
Lésung unter vermindertem Druck bei 35° zur Trockne verdampft. Der 
Riickstand wurde in 50 cem Chloroform gelést und die Lésung mit wasse1 
freiem Natriumecarbonat geschiittelt, bis das vierbandige neutrale Por 
phyrinspektrum erschien. Dann wurde filtriert, auf etwa 6cem unter 
vermindertem Druck eingedampft. und mit 5cem heiBem Methylalkohol 
versetzt. Beim Erkalten fiel der Ester in kleinen Kiigelchen. Nach zwolt 
stiindigem Stehen im Eisschrank wurde abgesaugt und mit Methylalkohol 
gewaschen. Zum Kristallisieren wurde das Produkt in Chloroform gelost. 
filtriert, auf etwa 5ccem eingeengt und allmihlich mit etwa 5ecem Ather 
versetzt, bis Kristallisation eintrat (groBe Plattchen). Nach 12 Stunden 
wurde abgesaugt und mit Methylalkohol gewaschen. Ausbeute 75 mg 
Kristalle. 

Der Ester wurde aus Ather durch verdiinnte Natronlauge nicht heraus 
geholt. enthielt also keine freie Carboxylgruppe. Zur Analyse wurde 
5 Stunden im Hochvakuum bei 60° getrocknet (Verlust 0.54 °,,). 


3.357 mg Substanz: 8.577 mg CO,: 1.748 mg H,O; 69.68°, C; 583°, H. 
3,223 .,, s 8,258 ,, CO,; 1.733 ,, H,O; 60,68°, C; 6.02% H. 
4.607 .. i 0,365 cem N (18,69, 768 mm); 9.37°, N. 
4,146 ., ~ 0,328 .. N (19,5, 766 .. )s 9,33% N. 


Die Methoxylbestimmung wurde vor dem Trocknen im Hoch- 
vakuum vorgenommen. 


9,901 mg Substanz: 8.048 mg AgJ: 10,74°,, OCHsg. 
11.706 ,, ” 9.449 ., AgJ: 10,66°, OCHS. 


Korrigiert fiir die trockene Substanz: im Mittel = 10,76°, OCH. 





( H N a OCH, 

Berechnet fiir: Cy,H3,NyO, . . 71,1 5,97 9,48 13.52 10.5 
PA » Cg,H3,N, Og : 69.2 5.82 9,23 15.80 10.2 
Gefunden . Me alge 69.8 5.93 935 14.94 10.76 


Zieht man hiervon 2 CH, ab, so erhalt man fiir das freie (nicht 
veresterte) Phaopophyrin b: 
C.HN,O, + 1H + 14 
C.,HyN,O. + 1H +410 


oder 


' O. Warburg, EF. Negelein u. E. Haas, diese Zeitschr. 227, 171. 1930. 
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Das Phaohiamin b eine Ketongruppe enthalt, wurde durch Dar- 
stellung eines Oxims (nach einer von H. Fischer! fiir Phioporphyrin a 
gegebenen Vorschrift) nachgewiesen. 


Oxim des Phdoporphyrins b. 200mg Phaioporphyrin b wurden in 
24cem Pyridin warm gelést. Zu der fast siedenden L6sung wurde eine 
Mischung von | g Hvydroxylaminchlorhydrat und 1g wasserfreier Soda 
zugegeben, wobei die Anderung des Spektrums (Verschiebung nach Blau) 
sofort eintrat. Nach 5 Minuten weiterem Erhitzen (Sandbad) wurde die 
heiBe Lésung filtriert und mit etwa 30 cem heiBem Wasser versetzt. Zum 
Kristallisation wurde tropfenweise heiBer Eisessig zugegeben. bis die 
ersten Kristalle ausfielen. Die Lé6sung blieb 12 Stunden im Eisschrank. 
Der Niederschlag wurde abzentrifugiert. mit Wasser gewaschen. abgesaugt. 
mit eimigen Kubikzentimetern Alkohol nachgewaschen und = getrocknet. 
Ausbeute 155 mg. 

Zum Umbkristallisieren wurde in 10 cem Pyridin gelést. filtriert und 
mit Seem Pyridin nachgespiilt. Die Losung wurde unter vermindertem 
Druck auf 2cem eingeengt und hei® durch Zugabe von einigen Kubik 
zentimetern Wasser gefallt. wobei das Oxim in zwei verschiedenen Formen 
kristallisierte (in Wetzsteinen und Plittchen). Ausbeute an umkristalli- 
siertem Produkt 76mg. Zur Analyse wurde 8 Stunden bei 60° im Hoch- 
vakuum getrocknet (Gewichtsverlust 4.8 °,). 


3.290 mg Substanz: 7.936 mg CO,; 1.710 mg H,O: 65,75 's 682% H. 
3.487 .. ” 8,412 ,, CO,; 1,877 ,, H,O; 65,79% C; 602% H. 
3.656 .. # 0.377 com N (20°, 762 mm): 

4.484 .. a 0,463 .. N (21°, 762 





Berechnet fiir: Cyg,HggN,0, . . . . 66.4 5,75 11,74 16,1 

. — & | ee 65,8 5,88 11,98 16.4 
Gefunden 65,8 5,92 12,03 16,26 

Zieht man hiervon NH ab, so erhalt man fiir das freie Phaopor- 
phyrin b: 

CopHagNqOq + 1H +10. 

Spirographisporphyrin. Als Vorarbeit fiir die Bestimmung der 
Konstitution des Spirographishimins war es notwendig, das dem 
Hamin zugrundeliegende Porphyrin kristallisiert darzustellen. Folgende 
Methode lieferte das Porphyrin in guter Ausbeute: 


10mg umkristallisiertes Spirographishamin wurden in 10 ccm 


Kiressig suspendiert. Unter Durchleiten von Kohlensaéure (Sauerstoff 


muB ferngehalten werden) wurde 1 ccm frisch bereitete Ferroacetat- 
lisung (1g Ferrum reductum + 50ccm_ Eisessig, unter Erwarmen 
im Kohlenséurestrom gelést) zugesetzt, kurz im siedenden Wasserbad 


' Ht. Fischer, O. Moldenhauer u. O. Siiss, A. 486, 107, 1931. 
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erwarmt, 0,3cem 37°,ige Salzsiure zugefiigt und weiter 1] Minute 
erwarmt. Dann war das Eisen abgespalten und die Lésung zeigte das 
saure Porphyrinspektrum (555 bis 575 und 611 bis 620 uu). Es war 
darauf zu achten, daB die Erwarmung nach dem Zusatz der Salzsiure 
nicht eher unterbrochen wurde, bis alles Himin in Lésung gegangen 
war. Die abgekihlte Porphyrinlésung wurde in etwa 1,5 Liter Ather 
gegossen und die Essigsiure durch Waschen mit Wasser entfernt. 
Ausfallende Flocken wurden im Scheidetrichter nach AbgieBen des 
Athers mit 25°, iger athergesittigter Salzsiure gelést und nach 
Verdiinnen der Salzsiure in Ather gebracht. Die vereinigten Ather- 
losungen (etwa 2 Liter) wurden mit Wasser neutral gewaschen. Dann 
wurde mit Salzsiure fraktioniert. Waren zunachst durch 1 Liter 
1°, ige Salzsiiure starker basische Verunreinigungen aus dem Athet 
herausgeholt, so wurde zweimal mit je 1,5 Liter 5°,iger Salzsiure 
geschittelt, wobei das Porphyrin in die Salzsiure ging. Die 
salzsauren Ausziige des Porphyrins wurden unter Abschwachen der 
Salzsiure mit Ammoniak sofort wieder in 1,5 Liter Ather gebracht. 
Der Ather wurde neutral gewaschen, filtriert und in einem weiten 


Reagenzglas durch Kohlensiure unter gelindem Erwarmen bis auf 





Abb. 1. 


einige Kubikzentimeter eingeengt. Das Porphyrin fiel dabei kristallinisch 
aus (vgl. das obenstehende Bild). Ausbeute 19 mg Kristalle = 55°, 
der Theorie. 

Zur Analyse wurde im Hochvakuum 2'/, Stunden bei 60° getrocknet. 


3,637 mg Substanz: 9,347 mg CQO,; 1.776 mg H,O: 70.09%, C, 5.46 H. 


3.402 .. is 8,684 ,, CO,: 1,770 ., HzO: 69,62°,, C, 5,82°,H. 
3,228 ., ‘ie 0.279 cem N (18°, 762 mm): 10,17°, N. 


4,427 .,, ie 0.376 ,, N (19,5°, 762 mm): 9,94°% N. 





QO. Warburg u. E. Negelein: 





Kerechnet fiir Cy, Hy,;NgO, . . 69.7 5.68 10,16 
GS es we ew 69,86 5.64 10,06 


Aus der Analyse berechnet sich fir das Spirographisporphyrin 


Formel: } 
CyoHy,N,O; + 1H. 


Spektrum in neutral gewaschenem Ather: 


O09 bis 520; AAO bis 560; SAO bis JS2: SOL bis 594: 639 bis 647. 

Behandelt man das Porphyrin mit Hydroxylamin nach der fiir 
Phaoporphyrine von Hans Fischer angegebenen Methode, so erfolgt 
die fiir Oximbildung charakteristische Verschiebung der Banden nach 
blau. Aus Pyridin— Wasser kristallisiert das Oxim in sehr kleinen 
Kristallen. Zur Analyse reichte die Menge nicht aus?. 


Bluthamin ist ein rotes Hamin, Phaophorbid-b-Hamin ist ein 
grines Hamin, Phaohamin b und Spirographishamin sind mischfarbene 
Hamine, das heiBt die Farbe ihrer Lésungen andert sich in ungewohn- 
lichem Mabe mit der Schichtdicke. An Globin gebunden, sind sie in 
dicken Schichten rot, in diinneren Schichten griin. 


Charakteristische farbbestimmende Banden der vier Hamine sind 





Bluthamin Phiohamin b Spirographishamin Phaophorbid-b-Himin 


Hamo- Hamo- Hamo- Hamochromogen- 
chromogen- chromogen- chromogen- Reaktion 

Reaktion Reaktion Reaktion undeutlich 

Dd7 uu 5S4 uu 5S4 wu 
Charakteristisch ist die 

Bande 600—620 au, 

in Pyridin-Chloroform 
ohne Reduktionsmittel 


Bringt man die Hamine mit Globin in neutraler wasseriger Lésung 
zusammen, so entstehen Verbindungen, die wir, wie die Bluthamin- 
verbindung, ,,Methamoglobine“ nennen. Das Prafix ,,Met*’ bedeutet, 
da®B das Eisen der Haminverbindung dreiwertig ist. 

Die Vereinigung von Hamin und Globin messen wir durch die 
Lichtabsorption von Lésungen konstanter Hamin-, aber variierter 
Globinkonzentration, in einem Spektralgebiet (blau), in dem das 
Globin nicht absorbiert und in dem die Hamin-Globinverbindungen 
stirker absorbieren als das freie Hamin. Bindung des Hamins an Globin 


’ Vergl. jedoch die Mitteilung am Ende dieses Heftes. 
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bewirkt dann eine Zunahme der Lichtabsorption, die beendet ist, 
wenn das gesamte Himin mit Globin verbunden ist (Abb. 2, 3 und 4). 





30 ; 


*104\ 





Abb. 2. 
1 mg Bluthaimin in 200 ccm m/10 neutralem Phosphat mit verschiedenen Mengen Globin. 
Abszissen: mg Globin in 200cem Lésung. Ordinaten: Lichtabsorptionskoeffizient fiir die 
. ‘ 1 1 i 
Wellenlinge 405 ua: 3 = —-—-In— 
¢ i 


; (d Lichtweg in em, i) und é Lichtintensititen am Anfang 
« 


und Ende des Lichtwegs, ¢ Grammatome Ejisen/ecm). 


ral ieee | 
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Abb. 3. 
1 mg Spirographishimin, in 100 cem m/10 neutralem Phosphat mit verschiedenen Mengen Globin 
Abszissen: mg Globin in 100cem Liésung. Ordinaten: Lichtabsorptionskoeffizient fiir die 
ae i ‘ , . : 
hoe In — (d Lichtweg in em, ip und i Lichtintensitéten am Anfang 
( c 1 


und Ende des Lichtwegs, c Grammatome Eisen/cem). 


Wellenlinge 420 uu: p = 








Abb. 4. 
Img Phiohimin b, in 50cem m/10 neutralem Phosphat mit verschiedenen Mengen Globin. 
Abszissen: mg Globin in 50cem Lésung. Ordinaten: Lichtabsorptionskoeffizient fiir die 
, i ae a 
Wellenlange 420 uu; 8 = —-—-In- : 
€e i 
und Ende des Lichtwegs, c Grammatome Eisen cem). 


(d Lichtweg in em, ig und i Lichtintensititen am Anfang 
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Zu den Versuchen der Abb. 2 bis 4 bemerken wir, daB die Ver- 
einigung der Himine mit dem Globin so schnell geht, daB es immer 
der Gleichgewichtszustand war, den wir mit der optischen Methode 
gemessen haben. 

Aus den Abbildungen entnimmt man, da8 zur Sattigung von 
1 mg Hamin erforderlich waren 


fiir Bluthamin. ...... . . 28mg Globin 
; Spirographishamin .... . 31 
PRON. ws sw tt By a 


Setzen wir das Aquivalentgewicht des Globins gleich 16000, so 
erhalten wir mit den oben angegebenen Molekulargewichten der Hamine 


fir Bluthamin . -_ 1,1 Aquivalente Globin /Mole Hamin 
» Spirographishimin . . . 1,2 - % % + 
i) NE Ts we se we op BI *» » | ow» ” 


Wir glauben, daB die hier gefundenen Abweichungen methodische 
Fehler sind. Wie dem auch sei, zeigen die Versuche, daB in den drei 
kiinstlichen Hamin-Globinverbindungen das  Verhaltnis zwischen 
Hamin und Globin dasselbe ist wie in dem natiirlichen Hamoglobin, 
und daB die Bindung zwischen Hamin und Globin so fest ist, daB bei 
einem geringen UberschuB an Globin das gesamte Himin mit Globin 
gesittigt ist. Bei der Bestimmung der Spektren von Phaohamoglobin b 
und Spirographishamoglobin (Abschn. 5 und 6) haben wir zur Sicherheit 
mit einem geringen Uberschu8 von Globin, namlich mit 1,2 bis 
1,5 Aquivalenten Globin pro Mol Hamin gearbeitet. 

In den Abb. 1 bis 3 ist der Lichtabsorptionskoeffizient 6 (Hohe 
der Ordinate) fiir die Globinkonzentration c’ = 0 der Lichtabsorptions- 
koeffizient des freien Himins und f fiir c’ = co der Lichtabsorptions- 
koeffizient des an Globin gebundenen Hamins. Die letzteren /-Werte sind 





Wellenlinge Fir c’ = « 
I eo ong, ow me 405 2,8. 105 
Spirographishamin. . . . . . 420 Lg 
Phaiohaiminb ........ 420 1,4 


Diese Werte sind von Interesse, weil die Versuchswellenlangen die 
Wellenlangen starkster Absorption waren. f fiir c’ = c ist also 
Bytaximum Ger Hauptabsorptionsbande. 


3. Umlagerung von Phdohdmin b und Spirographishdmin. 


Reduziert man das Eisen des freien Spirographishamins oder des 
freien Phaohamins b in schwach alkalischer Lésung mit Cystein, so tritt 
eine Umlagerung ein. Sind die Hamine an Globin gebunden, so bleibt die 





en 


Sra Pete TF 





AY Meh 


. 





Lent rane 


¥ 
pS] 
i 
A 
* 
x 
fi 
\ 
y, 














ron 


ine 


yhe 
ns- 
ns- 


nd 


die 
lso 





Sis Slit 





en ed le eee 


Spe Pte 


Uber das Hamin des sauerstoffiibertragenden Ferments der Atmung usw. 19 


Umlagerung bei der Reduktion aus. Die Umlagerung ist mit einer 
erheblichen Anderung des Absorptionsspektrums verbunden und kann 
deshalb optisch nachgewiesen und gemessen werden. 


Zum qualitativen Nachweis der Umlagerung benutzen wir die 
Hamochromogenreaktion (Lésen des Himins in 25% igem wiisserigem 
Pyridin, Zufiigen von wenig verdiinnter Hydrazinlésung). 


1. Versuch mit Spirographishimin. 1,5 mg Spirographishimin 
werden in 0,15ccm n/20 Natronlauge gelést. 60 mg Cysteinchlor- 
hydrat, gelést in 18,9 cem Wasser und 0,96 ccm n Natronlauge werden 
hinzugefiigt. Die Konzentration der freien Natronlauge ist dann n/100. 
Erwarmt man unter AbschluB von Sauerstoff 15 Minuten auf 75°, 
so sind Reduktion des Eisens und Umlagerung beendet. Die Lésung 
wird nunmehr mit Luft geschiittelt und dann mit Pyridin und Hydrazin 
versetzt. Man findet: 


langwelligste Bande vor der Umlagerung. ...... . 584 uu 
7 - nach ,, a + «8 oo re 
2. Versuch mit Phdohémin b. 1,5 mg Phaohaimin b, wie Spiro- 
graphishimin behandelt, geben mit Pyridin und Hydrazin: 


langwelligste Bande vor der Umlagerung ..... . . 584 uu 
- » an ,, ee ae op are e, Gee 


daneben noch schwach 584 pu 


Es wandert also die Hamochromogenbande bei der Umlagerung 
um rund 30 yu nach Blau, in eine Spektralgegend, in der die Himo- 
chromogenbanden der bluthiminahnlichen Hamine liegen. 


Fiir quantitative Versuche benutzen wir die Hauptabsorptions- 
banden der Kohlenoxydverbindungen, und zwar nicht der freien, sondern 
der an Globin gebundenen Himine. Bindung an Globin schiitzt das 
Hamin vor Umlagerung. Reduziert man freies Hamin, so stért die 
sofort einsetzende Umlagerung bei der Messung der Lichtabsorption, die 
erst konstant wird, wenn die Umlagerung beendet ist. Reduziert man 
an Globin gebundenes Hamin, so wird der Anfangszustand des Himins 
festgehalten, sei es, daB das Himin umgelagert ist, sei es, daB es nicht 
umgelagert ist. 


3. Versuch. 1,5 mg Spirographishamin oder Phiohimin b wurden, 
wie im ersten Versuch beschrieben, umgelagert. Die Lésung wurde 
mit Wasser und Phosphat so verdiinnt, daB das Endvolumen 150 ccm, 
die Phosphatkonzentration m/10 war. Dann wurden 47 mg Globin 
(der oben beschriebenen 3,3°% igen Lésung) und nach Verdrangung 
des Sauerstoffs durch Kohlenoxyd 1,5 mg Natriumhydrosulfit zu- 
gefiigt. Wir fanden: 
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Maximum der Haupt- 
absorptionsbande 


(CO-Hamoglobin aus Blut)... . . (420 wu) 
C O-Spirographishamoglobin 
vor der Umlagerung ..... . 434 
nach der Umlagerung .... . 416 
C O-Phaohamoglobin b 
vor der Umlagerung ..... . 435 
nach der Umlagerung .... . 417 


Es wandert also die Hauptabsorptionsbande bei der Umlagerung 
um 18 yu nach dem kurzwelligen Ende des Spektrums, in eine 
Spektralgegend, in der die Hauptabsorptionsbande des CO-Blut- 
hamoglobins liegt. 

Lagert man Spirographishamin nach Versuch 1 um, oxydiert 
wie dort die Endlésung durch Schiitteln mit Luft, séuert mit iiber- 
schiissiger Salzsiure an und erwarmt 10 Minuten auf 75°, so scheidet 
sich ein Himin ab, das mit Wasser auf der Zentrifuge gewaschen werden 
kann. Wir fanden bei der Untersuchung der Spektren: 





Maximum der Haupt- 
absorptionsbande der 
C O-Globinverbindung 


Hamochromogen- 
reaktion 


Vor der Umlagerung. ....... 584 au 434 uu 
Nach der Umlagerung 
aus der Lésung ....... 553 416 
mre eC es wii tt 584 432 


Ausfallen des Hamins mit Salzsiure und Erwarmen in saurer 
Lésung bewirkt also, daB die Umlagerung zuriickgeht. Wie Spiro- 
graphishamin, so verhalt sich Phaohamin b, auch hier geht die Um- 
lagerung durch Behandeln mit warmer Salzsdure zuriick. 


4. Reversible Bindung des Sauerstoffs an Rhodohdmoglobin, Diacetyldeutero- 
hadmoglobin und Phdohdmoglobin b. 

In den Hauptraum eines kegelférmigen GefiBes bringen wir 2 ccm 
einer Lésung, die 1,13 mg Bluthamin, 0,8 mg Cystein und 32 mg 
Ochsenglobin in m/10 neutralem Phosphat enthalt. Die Birne enthalt 
0,2 com 33° ige Kaliumferricyanidlésung, der Gasraum Argon, 
die Temperatur des Thermostaten ist 20°. Nach 40 Stunden 6ffnen 
wir das GefaB, ersetzen das Argon durch Sauerstoff und kippen, nachdem 
die Lésung mit Sauerstoff gesattigt ist, das Ferricyanid aus der Birne 
ein. Wir finden eine Sauerstoffentwicklung von 28cmm, die 1,13 mg 
Hamin aquivalente Sauerstoffmenge wire 39cmm. 72%, des kiinst- 
lichen Hamoglobins lagen also als reversibles Oxyhamoglobin, der Rest 
als Methamoglobin vor. 
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Mit derselben Anordnung untersuchten wir die Globinverbindungen 
anderer Hamine und fanden: 





Oxyhamoglobin in 
Prozenten des gesamten 
H&imin-Globins 


Bluthamogiobm .......4.45-. 12% 
Rhodohamoglobin*. . . . ..... 71% 
Diacetyldeuterohimoglobin** . . . . 52% 
Phaohamoglobin b*** . . . . 40°, 
Phaophorbid-b-Hamoglobin **** . 0% 


* Rhodoporphyrin wurde dargestellt nach R. Willstdtter und A. Stoll, Untersuchungen iiber 
Chlorophyll (Berlin 1913). Einfiihrung des Eisens nach Zaleski mit Eisessig-Ferro-Ferriacetat. 
Feine za Sternen gruppierte Nadeln. 

** Diacetyldeuterohimin wurde nicht tiber das Porphyrin dargestellt, sondern aus dem 
Fischerschen Acetylierungsprodukt (H. Fischer u. K. Zeile, Liebigs Ann. 468, 98, 1929) direkt 
mit Eisessig-Salzséure kristallisiert. Fallt in schief abgeschnittenen Prismen. 

*** Phiohimin b: 0. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 225, 240, 1931. 

**** Phaophorbid-b-Hamin: 0. Warburg, Chem. Ber. 64, 682, 1931. 


Warum von dem kiinstlichen Bluthimoglobin nur 72°, mit Sauer- 
stoff reversibel reagieren, wissen wir nicht. Die Zusammenstellung 
zeigt, daB auch Globinverbindungen von Haminen, die in der Natur 
nicht vorkommen, mit Sauerstoff reversibel reagieren kénnen. Ein 
griines Himin, das mit Sauerstoff reversibel reagiert, haben wir bisher 
nicht gefunden. Das Eisen des Phaophorbid-b-Methamoglobins wird 
zwar von Cystein reduziert, wie die Kohlenoxydaufnahme nach der 
Reduktion beweist. Beim Sattigen mit Sauerstoff aber wird kein Sauer- 
stoff reversibel angelagert. 


Die Banden, die auftreten, wenn man die kiinstlichen Methaimo- 
globine reduziert und sie dann mit Sauerstoff sattigt, sind: 





Eisen zweiwertig, 
Sauerstoff angelagert 


Eisen dreiwertig a 
(Methamoglobin- Eisen zweiwertig 


(Hamoglobin) 


Bande) (Oxyhamoglobin) 
Bluthamoglobin . . 634 uu 545—570 wu 533—548, 573—583 uu 
Rhodohamoglobin 625 wu 540-560 wu  5383—542, 573—582 wu 
Diacetyldeutero- 
himoglobin . . . ImRotkeineBande 550—595 au 548—558, 585—595 wu 
sichtbar 
Phiohamoglobin b .  Schwache Bande 585—595 wu 595—605 au 


bei 642 wu 


Bemerkenswert ist, daB bei der Anlagerung des Sauerstoffs an 
die ersten drei Hamoglobine die breite Bande des reduzierten Himo- 
globins in zwei scharfe Banden aufgespalten wird, wahrend im Fall 
des Phaiohimoglobins nur eine Verlagerung, keine Aufspaltung der 
Hamoglobinbande erfolgt. 
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5. Spektrum des Phdohdmoglobins b und seiner Kohlenoxydverbindung. 


Zur Bestimmung der Spektren haben wir die Himine mit Globin 
(aus Ochsenblut) wie in Abschnitt 2 beschrieben, vereinigt, die Methamo- 
globine mit Natriumhydrosulfit in Argon oder Kohlenoxyd reduziert 
und die Absorptionsspektren der Hamoglobine und ihrer Kohlenoxyd- 
verbindungen gemessen. Die Anordnung der Absorptionsmessungen 
ist in einer friiheren Arbeit! beschrieben. Als MeBinstrument diente 
zwischen 250 und 600 wu die lichtelektrische Zelle, zwischen 600 und 
700 uu die Mollsche Thermoséule in Verbindung mit dem Zernike- 
Galvanometer. Umlagerung der Haimine (Abschnitt 3) war bei diesen 
Versuchen vermieden, weil wir das Reduktionsmittel immer erst nach 
der Bindung der Hamine an Globin zusetzten. 

1 1 

Zur Berechnung der Lichtabsorptionskoeffizienten B = aos 
(d@ Lichtweg in cm, % und ¢ Lichtintensitaten am Anfang und Ende 
des Lichtweges, c Grammatome Eisen/ccm) braucht man die Konzen- 
trationen c an Hamineisen in der Lésung. Sie wurden aus dem Eisen- 
gehalt der kristallisierten und analysierten Praparate berechnet. 

Fiir die Versuche mit Kohlenoxyd war es notwendig, die prozentische 
Sattigung der kiinstlichen Haimoglobine mit Kohlenoxyd unter den 
Versuchsbedingungen zu kennen. Zur Bestimmung brachten wir in 
den Hauptraum eines kegelférmigen GefaiBes 2ccm einer Lésung 
von Globin und Natriumhydrosulfit in neutralem m/10  Phosphat 
(31 mg Globin, 3 mg Natriumhydrosulfit), in die Birne 1 mg Hamin 
(gelést in 0,l cem n/20 Natronlauge, neutralisiert mit Phosphat), in 
den Einsatz 0,15 ccm 5° ige Kalilauge, in den Gasraum Kohlenoxyd ver- 
schiedenen Partialdrucks. Die Thermostatentemperatur war 20°. 
Beim Einkippen der Haimine aus der Birne wurde Kohlenoxyd absor- 
biert, die Kohlenoxydaufnahme war in 20 Minuten beendet. Wir 
fanden: 


Kubikmillimeter Kohlenoxyd, von Img Hamin, gebunden an Globin, 
absorbiert. 





CO-Druck 1 Atmosphiire CO-Druck 0,005 Atmosphiren 


Spirographishimin 
(8,69 % Fe). zs 
Phiohamin b (7,16% Fe) . 


34,3 (1 Mol = 34,9) 33,3 
27,7 (1 Mol = 28,8) 25,6 


Die gefundenen Zahlen zeigen, daB die Hamoglobine schon bei 
kleinen Kohlenoxyddrucken fast mit Kohlenoxyd gesattigt sind und 
da8 man jedenfalls bei dem Kohlenoxyddruck von einer Atmosphare 


1 0. Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr, 214, 64, 1929. 
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volistandige Sattigung hat. Bei den Messungen der Lichtabsorptions- 
koeffizienten der Kohlenoxydhamoglobine waren die Lésungen mit 
Kohlenoxyd von dem Druck einer Atmosphire im Gleichgewicht. 

Das Spektrum des Phaohamoglobins b ist in Abb. 5, der Kohlen- 
oxydverbindung in Abb.6 graphisch dargestellt. Die Zahlenwerte 
findet man in den Tabellen I und II. 





od jw —_ —_— ma 
Welleniange (mst) 
Abb. 5. 
Phiohamoglobin b (ohne CO) in m/10 Phosphat, Py = 7,6. 


Sichtbare Banden: 435—455, 585—615 uu 





' _—— Sea a se 660 
Welleniange (mL) 
Abb. 6. 
Kohlenoxydverbindung des Phiohimoglobins b in m/10 Phosphat, Py = 7,6. 


Sichtbare Banden: 425—440, Schatten bei 558, 590—605 uu. 


Die Maxima der Hauptabsorptionsbanden sind 

ee se a ae 445 wu 

Kohlenoxydverbindung des Phiohimoglobinsb . . . . . 435 uu 

Die Hauptbande der Kohlenoxydverbindung des Ferments liegt 
bei 433 uu, die Hauptbande des Kohlenoxyd-Bluthimoglobins bei 
420 up. 

Die langwelligste Bande des Kohlenoxyd-Phiohamoglobins b 
liegt bei 598 wu, die langwelligste Bande der Kohlenoxydverbindung 
des Ferments bei 590 wu, die langwelligste Bande des Kohlenoxyd- 
Bluthamoglobins liegt bei 569 wy. 

Fiir das griine Phaiophorbid-b-Haimoglobin wollen wir in dieser 
Arbeit nicht die ganzen Spektren angeben, sondern nur die Lage der 








= 7,6. 


Lichtabsorptionskoeffizienten 


PH 
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Tabelle I. 


des Phaohamoglobins b 
Reduktionsmittel : 
40 Minuten bei 20°. 31 mg 


Natriumhydrosulfit. 







in m/10 Phosphat, 
Reduktionszeit : 


Globin pro Milligramm Phaohamin b. 









Wellen- 
lange 


uu} 


250 
260 
270 
280 
290 
300 
310 
320 
330 
340 
350 
360 
370 
380 
390 
400 
410 
420 
430 
440 
445 
450 
460 
470 
480 
490 
500 
510 
520 
530 
540 
550 
560 
570 
580 
590 
600 
610 
620 
630 
640 
650 
660 
670 
680 
690 
700 





Schicht- 
dicke d 


0,60 
0,60 
0,60 
0,60 
0,60 
0,60 
0.60 
0,60 
0,60 
0,60 
0,60 
0,60 
0,60 
0,60 
0,60 
0,60 
0,60 
0,60 
0,60 
0,60 
0,60 
0,60 
0,60 
0,60 
0,60 
1,10 
1,10 
1,10 
1,10 
1,10 
1,10 
1,10 
1,10 
1,10 
1,10 
1,10 
1,10 
1,10 
0,59 
0,59 
1,07 
1,07 
1,07 
1,07 
1,07 
1,07 
1,07 


Konzentration ¢ 


Grammatome Fe 
ecm 






2,43 . 10-° 


9 


ae ees 
to oo ew CO 


_ 
Do 


DO bo bo bo be fe to tot 


ww 


12,20 
12,20 
12,20 
12,20 
12,20 
12,20 
12,20 
12,20 
12,20 


Nay So O4 
-2H,0 


[mg cem| 


0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0.01 
0.01 
0.01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0.01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0.01 
0,01 
0.01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,05 
0,05 
0.05 
0,05 
0,05 
0,05 
0,05 
0,05 
0,05 


ro bo po po pe PO tO Ww WY fe 
2 m5 one ~~ 


gm GS DO HO bo PY be 
mnt ove Cy 


vo 


—_ 


—s—) 
Ti CO 


ee OOS 
om © } . aoa 


bo bo bo bo 






0,92 
1,02 
1,16 


1,02 

0,77 

0,72 

0.81 

0.86 
0.91 

0.95 
0,93 
0,93 
0,93 
0,98 
1,02 
1,19 
1,52 
1,94 
2.50 
2.60 
2,41 

1,69 
1,16 
0,73 
0.86 
0,61 
0,54 
0,51 
0,54 
0,58 
0.64 
0,67 
0,69 
0,74 
0,84 
0,82 
0,73 
1,23 
0,84 
0.95 
0,72 
0,61 
0,51 
0,47 
0,43 
0,43 
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Tabelle Il. 
Lichtabsorptionskoeffizienten der Kohlenoxydverbindung des Phiaiohamo- 
globins b in m/10 Phosphat, pu = 7,6. Reduktionsmittel: Natrium- 
hydrosulfit. Reduktionszeit: 40 Minuten bei 20°. 31 mg Globin pro Milli- 











gramm Phaohamin b. 

Wellen- || Sehicht- | Konzentration¢ | Na, 82 0. te ‘ — me 
lange dicke d Grammatome Fe -2H,0 , In i bak ete In : 
{ua} [em] ecm | [mgicem| 
250 0,65 943.10 0,01 3.60 1.28 0.81. 10° 
260 0,65 2,43 0,01 3,56 1,27 0,80 
270 0,65 2,43 0,01 3.88 1.35 0.86 
280 0,65 2,43 0,01 3,79 1.33 0,84 
290 0,65 2,43 0,01 3,11 1.13 0,72 
300 0.65 2,43 0,01 2,24 0,81 0,51 
310 0,65 2,43 0,01 2.18 0,75 0,48 
320 0,65 2,43 0,01 2,13 0,75 0,48 
330 0,65 2.43 0,01 2,35 0,85 0,54 
340 0,65 2,43 0,01 2,55 0,94 0,59 
350 0,65 2.43 0,01 2 61 0,96 0,61 
300 0,65 2,43 0,01 2.73 1.01 0,64 
370 0,65 2.43 0,01 2.66 0.98 0,62 
BRO 0,65 2 43 0,01 2.67 0.98 0,62 
390 0,65 2,43 0.01 2.75 1.01 0,64 
400 0,65 2.43 0.01 3,28 1,19 0,75 
410 0.65 2,43 0,01 5,43 1,69 1,07 
420 0,65 2.43 0,01 11,01 9 40 1.52 
430 0,65 2.43 0,01 23,70 3,16 2.00 
435 0,65 2,43 0,01 30,20 3,40 2,15 
440 0,65 2,43 0,01 21,12 3.05 1,93 
450 0,65 2,43 0,01 7,24 1,98 1,25 
460 0,65 2,43 0,01 8,72 1,31 0,83 
470 0,65 2.43 0.01 2,14 0,76 0,48 
480 1.10 2,43 0,01 2.35 O86 0,32 
490 1,10 2,43 0,01 1,90 0,64 0,24 
500 1,10 2,43 0,01 1.81 0,59 0,22 
510 1,10 2,43 0,01 1,79 0,58 (),22 
20 1,10 2.43 0,01 1.82 0,60 0,22 
530 1,10 2,43 0,01 1,84 0,61 0,23 
540 1,10 2.43 0,01 1,92 0,65 0,24 
550 1.10 2,43 0.01 2.00 0,69 0.26 
60 1,10 2,43 9,01 2.03 0,71 0,27 
570 1,10 2,43 0,01 2.00 0.69 0,26 
5SO 1,10 2,43 0.01 2.02 0.70 0,26 
590 1,10 2,43 0,01 2 06 0,72 0,27 
600 1,10 2.43 0.01 2.09 0,74 0,28 
605 1,10 2,43 0,01 2.06 0,72 ),27 
610 0,56 12,20 0,05 4,73 1,55 0,23 
620 0.56 12,20 0,05 2.63 0,97 0.14 
630 0,56 12,20 0,05 1.96 0,67 0,10 
640 1,07 12,20 0.05 2,57 0,94 0,07 
650 1,07 12,20 0,05 2,11 0,75 0,06 
660 1.07 12,20 0,05 1,86 0,62 0,05 
670 1,07 12,20 0.05 1,71 0,54 0,04 
680 1,07 12,20 0,05 1,60 0,47 0,04 
690 1,07 12,20 0,05 1,53 0,43 0,03 


700 1,07 12,20 0,05 1,48 0,39 0,03 
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Hauptbande der Kohlenoxydverbindung — 442 44 — und die lang- 
welligste Nebenbande — 630 uu. Die Hauptbande liegt 9 uu weiter 
nach Rot als die Hauptbande des Ferments, die langwelligste Bande 
40 uu weiter nach Rot als die entsprechende Fermentbande. 

Die Banden der griinen Hamine sind gegen die Bluthaminbanden 
weit nach dem roten Ende des Spektrums verschoben. Ihre lang- 


welligsten Banden liegen im Rot, wo das Ferment nicht absorbiert. 
Deshalb ist es ausgeschlossen, daB das Fermenthamin ein  griines 
Hamin ist. 


6. Spe ktrum des Spirographishdmoglobins und seiner Kohlenox ydverbindung. 


Das Spektrum des Spirographishamoglobins ist in Abb. 7, der 
Kohlenoxydverbindung in Abb. 8 graphisch dargestellt. Die Zahlen- 
werte findet man in den Tabellen III und IV. 


 JWW0- WO S00 5&0 
Wellen/ange (mt 
Abb. 7. 
Spirographishimoglobin (ohne CO) in m/10 Phosphat, py = 7,6. 


Sichtbare Banden: 438—452, 563—575, 603—617 uu. 


We VCMONGDE (TM hh) 
Abb. 8. 
Kohlenoxydverbindung des Spirographishamoglobins in m/10 Phosphat, py 
Sichtbare Banden: 425—443, 545—557, 585—603 uu. 
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Tabelle III. 


5 los 


Lichtabsorptionskoeffizienten des Spirographishamoglobins in m/10Phosphat 
Reduktionsmittel : 


pu = 7 


6. 


40 Minuten bei 


18°. 31mg Globin 


Natriumhydrosulfit. 


Reduktionszeit: 


pro Milligramm Spirographishaémin. 





Wellen- 


lange 


uu 


250 
260 
270 
280 
290 
300 
310 
320 
330 
340 
350 
360 
370 
380 
390 
400 
410 
420 
430 
440 
445 
450 
460 
470 
480 
490 
500 
510 
520 
530 
540 
550 
560 
570 
5&0 
590 
600 
610 
620 
630 
640 
650 
660 
670 
680 
690 
700 


Schicht- 
dicke d 


em 


0.60 
0,60 
0,60 
0,60 
0.60 
0,60 
0.60 
0,60 
0.60 
0.60 
0.60 
0,60 
0,60 
0,60 
0.60 
0,60 
0,59 
0,59 
0,59 
0,59 
0,59 
0.59 
0.59 
1,07 
1,07 
1,07 
1,07 
1.07 
1,07 
1,07 
1,07 
1,07 
1,07 
1,07 
1,07 
1,07 
1,07 
1,07 
1,07 
1,10 
1,10 
1,10 
1,10 
1,10 
1,10 
1,10 
1,10 


Konzentration « 


Grammatome Fe ] 


¥ 
1,5 
:, 
1,5 
Ll. 
6, 
6, 
6, 
6, 
6, 
6, 
b, 
6, 
b, 
6, 
6, 
6. 


Ue tt tt 
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15,60 
15,60 
15,60 
15,60 


15, 


60 


15,60 
15,60 


15, 


60 
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Nay So O4 
-2H,O0 


mg cem 


0.01 
0.01 
0.01 
0,01 
0.01 
0,01 
0.01 
0,01 
0,01 
0.01 
0,01 
0.01 
0.01 
0.01 
0.01 
0.01 
0.01 
0.01 
0.01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,02 
0,02 
0 02 
0,02 
0,02 
0,02 
0,02 
0.02 
0,02 
0,02 
0,02 
0.02 
0,02 
0,02 
0,02 
0,02 
0.05 
0,05 
0.05 
0.05 
0,05 
0.05 
0.05 
0,05 
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1,17 
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0,56 
0.62 
0.69 
0.69 
0.58 
0,43 
0,40 


0,69 
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Tabelle IV. 


Lichtabsorptionskoeffizienten der Kohlenoxydverbindung des Spiro- 

graphishamoglobins in m/10 Phosphat, px = 7,6. Reduktionsmittel : 

Natriumhydrosulfit. Reduktionszeit: 40 Minuten bei 18°. 31mg Globin 
pro Milligramm Spirographishamin. 





Wellen- | Schicht- Konzentration ¢ Nag So 0, 
linge dicke d Grammatome Fe *2H,0 


uu) fem ecm [mg ccm] 


. 10-8 0,01 poe 0,65 . 108 
0.01 sf 0,67 
0,01 m 0,77 
0,01 bi 0,75 
0,01 3,5 28 0,63 
0,01 2 .78 0.28 
0,01 a , 0,29 
0,01 : 4 0,35 
0,01 2.45 . 0,44 
0,01 2 : 0.54 
0,01 3,35 : 0.59 
0,01 3,5 2 62 
0,01 : ' 59 
0,01 45 
0,01 35 
0.01 41 
410 0,56 0,01 78 
420 0,56 0,01 a2 
430 0,56 1,56 0,01 48 
435 0.56 1.56 0.01 59 
440 0,56 1,56 0,01 18 
450 0,56 1,56 0,01 O04 
460 0,65 3,12 0,01 39 
470 1,07 ),24 0,02 24 
480 1,07 »,24 0,02 18 
490 1,07 24 0,02 15 
500 1,07 ), 24 0,02 14 
510 1,07 24 0,02 15 
520 1,07 »,24 0,02 16 
530 1,07 »,24 0,02 18 
540 1,07 24 0,02 ,21 
550 1,07 »,24 0,02 24 
560 1,07 24 0,02 23 
570 ' 6,24 0,02 ,21 
580 , »,24 0,02 ,23 
590 J ),24 0,02 0,29 
600 6,24 0,02 0,28 
610 : 6,24 0,02 0,16 
620 15,60 0,05 0,06 
630 . 15,60 0,05 ; 0,03 
640 ‘ 15,60 0,05 se 0,02 
650 : 15,60 0,05 2 0,01 
660 F 15.60 0,05 s 0,01 
670 i 15,60 0,05 § 0.01 
680 . 15,60 0,05 ; 0,01 
690 P 15,60 0,05 ,12 0,01 
700 . 15,60 0,05 12 0,01 


250 0,65 
260 0,65 
270 0,65 
280 0,65 
290 0,65 
300 0,65 
310 0,65 
320 0,65 
330 0,65 
340 0,65 
350 0,65 
360 0,65 
370 0,65 
380 0,65 
390 0,65 
400 0,65 


oo Go 


LO LO OO bO OO LO LO 


2 OO DO LS LO LO OO LO OO LO 


mm DO DO bo 


SOUS et et es ss 


w 


Pro wWMI MAW WOWwes 
> 


SO eH 
ie 


tO PO bo WH OO 0 
ey To ° 
_ 


] 

2, 
2, 
2, 
A, 


_ 


_ 


ow 


alll all elle ee 








>- 


in 


Uber das Hamin des sauerstoffiibertragenden Ferments der Atmung usw. 29 


Die Maxima der Hauptabsorptionsbanden sind : 

Spirographishamoglobin . Se ee ene ee 445 wu 

Kohlenoxydverbindung des Spirographishimoglobins . . 434 su 
(Kohlenoxydverbindung des Ferments 433 uu, Kohlenoxyd-Blut- 
hamoglobin 420 yu). 

Die langwelligste Bande des Kohlenoxyd-Spirographishimo- 
globins liegt bei 594 (Ferment 590 uu, Kohlenoxyd-Bluthimo- 
globin 569 yy). 


7. Absorptionsspektrum des Chlorocruorins und seiner Kohlenoxydverbindung. 


Chlorocruorin — der respiratorische Farbstoff des Spirographis- 
blutes? — ist eine Verbindung von Spirographishimin mit einem 
von Globin verschiedenen EiweiBkérper. Wir haben friiher den Hamin- 
gehalt von Kohlenoxyd-Chlorocruorinlésungen durch Entwicklung 
des Kohlenoxyds mit Ferricyanid bestimmt. Es hat sich gezeigt, daB 
diese Methode hier unrichtige Werte liefert, weil eigentiimlicherweise 
nach Zusatz des Ferricyanids zu Kohlenoxydchlorocruorin Kohlen- 
oxyd durch eine chemische Reaktion? verbraucht wird. Man findet 
so den Gehalt an Hamineisen kleiner, als er ist, die Lichtabsorptions- 


, 


D 
ae : 0 . P ‘i 
koeffizienten / = — -—-In-— folglich zu groB. Die friiher angegebenen® 
d ¢ om 


ungewohnlich hohen Lichtabsorptionskoeffizienten des Chlorocruorins 
waren wegen dieses Fehlers zu hoch, das friiher angegebene Spektrum 
des Chlorocruorins ist daher als falsch zu streichen. 
fér-- 
10 
28} 
i 
a4} 


20 








a7) W0 420 300380 660 
Welleniange (m4) 
Abb. 9. 
Chlorocruorin (ohne CQ) in m/10 Phosphat, py 7,6 
Sichtbare Banden: 440—456, 563—577, 600-618 uw. 


1 H. Munroe Fox, Proc. Roy. Soc. London (B) 99, 199, 1926. 


2 Uber diese Reaktion siehe diese Zeitschr. 248, 386, 1931. 
3 0. Warburg, E. Negelein u. E. Haas, diese Zeitschr. 227, 171, 1930. 
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Benutzt man zur Bestimmung des Hamingehalts von Chloro- 
cruorinlésungen statt der Kohlenoxydverbindung die Sauerstoff- 
verbindung, gibt also Ferricyanid zu einer mit Sauerstoff gesattigten 
Chlorocruorinlésung, so erhailt man konstante Endwerte und offenbar 
den richtigen Hamingehalt. Die auf dieser Basis berechneten Licht- 
absorptionskoeffizienten des Chlorocruorins und seiner Kohlenoxyd- 
verbindung findet man in den Tabellen V und VI (graphische Darstellung 
in den Abb. 9 und 10). 


420 500 
Welleniange (mu 


Abb. 10. 
Kohlenoxydverbindung des Chlorocruorins in m/10 Phosphat, PR = 7,6. 
Sichtbare Banden: 433—447, 550—560, 590—615 uu. 


Die Maxima der Hauptabsorptionsbanden liegen bei: 





Wellenlinge Pumestes 


Chlowocrmorm 2. 2 6 wt ne 449 wu 3,14 . 10° 
Kohlenoxyd-Chlorocruorm . . . 439 wu 2.99 . 10° 
(Spirographis-Himoglobin) . . . (445 uu) (2,44. 108) 
(Kohlenoxyd-Spirogra phis- Hamo- 

“| Ae oe ae eae (434 uu) (2,59. 108) 

Aus der Zusammenstellung sieht man, daB die Hauptabsorptions- 
banden fiir die natiirlichen Verbindungen etwas weiter nach rot liegen, 
als fiir die kiinstlichen Verbindungen; ferner, daB die Maxima der 
Hauptbanden fiir die natirlichen Verbindungen etwas héher liegen. 
Wir sind der Ansicht, daB der Unterschied in der Lage der Banden 
durch die Verschiedenheit der mit dem Spirographishaimin verbun- 
denen EiweiBkérper bedingt ist, der Unterschied in der Hdéhe der 
Banden aber durch die gréBere Reinheit (Einheitlichkeit) der natiir- 
lichen Verbindungen. Auch fiir natiirliches Kohlenoxydhamoglobin 
finden wir immer héhere Werte, als fiir die kiinstliche, aus Hamin 
und Globin zuriickgebildete Verbindung. 
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Tabelle V. 


Lichtabsorptionskoeffizienten des Chlor« yeruorins inm/10 Phosphat, px = 7,6. 











L Reduktionsmittel: Natriumhydrosulfit. 
r $ , 
Wellen- — Schieht- Konzentration ¢ = Na, Sy O4 ‘ io 1 1 ‘ 
linge dicke d Grammatome Fe -2H,0 , In , 3 vrs In ; 
- uu em ecm mg cem 
5 
250 0,60 72.16 0,011 4,08 1,40 1,36 . 10° 
260 0.60 1,72 0,011 4.15 1,42 1,38 
270 0,60 1,72 0,011 5,59 1,72 1,67 
275 0.60 1,72 0,011 6,10 1,81 1,76 
280 0,60 1,72 0,011 6,30 1,84 1,78 
290 0,60 1,72 0,011 4,79 1,56 1,52 
300 0.60 1,72 0,011 2,54 0,93 0,91 
310 0,60 1,72 0,011 2,03 0,71 0,69 
320 0,60 1,72 0,011 2,15 0,76 0.74 
330 0,60 1,72 0,011 2.41 0,88 0.85 
340 0,60 1,72 0.011 2,58 0,95 0,92 
350 0,60 1,72 0,011 2.96 1,09 1,05 
360 0,60 1,72 0,011 3,09 1,13 1,09 
370 0,60 1,72 0,011 3,07 1,12 1,09 
380 0,60 1,72 0,011 2,80 1,03 1,00 
390 0,60 1,72 0,011 2,48 0,91 0,88 
400 0.60 1,72 0.011 2 42 0,88 0.86 
410 0,60 .73 0,011 2,89 1,06 1,03 
420 0,60 Be, 0.011 4,28 1,45 1,41 
430 0,60 1,72 0,011 7,27 1,98 1,93 
440 0.60 1,72 0,011 17,00 2.83 2,75 
445 0.60 1,.% 0,011 23,90 3.17 3,08 
450 0.60 K:. 0,011 25,00 3,21 3,13 
455 0.60 1,72 0,011 18.60 2,92 2.83 
460 0,60 1,72 0,011 8,33 2,12 2,06 
470 0.65 3,44 0,011 3,87 1,35 0,60 
480 0.59 17,20 0,055 9,42 2,24 0,22 
490 0,59 17,20 0.055 5,67 1,74 0,17 
500 0.59 17,20 0,055 5,80 1,76 0,17 
510 0,59 17,20 0,055 7,02 1,95 0,19 
520 0,59 17,20 0,055 10,38 2.33 0,23 
530 0.59 17.20 0.055 12,90 2,56 0,25 
540 0,65 3,44 0,011 1,78 0.58 0,26 
550 0,65 3,44 0,011 1,88 0,63 0,28 
560 0.65 3,44 0,011 2,02 0,70 0.31 
1S- 570 0,65 3.44 0.011 2.07 0.73 0,33 
n, 580 0,65 3.44 0.011 1,93 0.66 0,29 
™ 590 0,65 3,44 0,011 1,95 0,67 0,30 
600 0,65 3,44 0,011 2.00 0,69 0,31 
n. 605 0.65 3,44 0,011 1.99 0,69 0,31 
en 610 0,65 3,44 0,011 1,93 0,66 0,29 
620 0,59 17,20 0,055 9,78 2,28 0,23 
in- 630 0,59 17,20 0.055 4,32 1,46 0.15 
ler 640 0.59 17,20 0,055 2,57 0,94 0.09 
ar- 650 1,07 17,20 0,055 3,84 1,34 0,07 
: 660 1,07 17,20 0,055 3,07 1,12 0,06 
pin 670 1.07 17,20 0,055 2 62 0,96 0,05 
nin 680 1,07 17,20 0,055 2,32 0.84 0.05 
690 1,07 17.20 0,055 2,19 0,78 0,05 
700 1.07 17,20 0,055 2,02 0,70 0,04 





32 O.Warburg u. E. Negelein: Uber das Hamin usw. der Atmung usw. 


Tabelle VI. 
Lichtabsorptionskoeffizienten der Kohlenoxydverbindung des Chlorocruorins 
in m/10 Phosphat, po = 7.6. 





Wellent Schicht- Konzentration c 

‘ellenlinge icke . . to 

ee dicke d Grammatome Fe = 
uu em} ecm 


~ 


250 0.5% 98. 10-5 
260 of O8 
270 ,of 98 


37 
71 
275 92 
280 

200 

300 

310 

320 

330 

340 

350 
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380 

390 
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490 

500 

510 

520 

530 

540 

550 

555 

560 

570 

580 

590 

600 

605 

610 

620 5,$ 
630 16,; 
640 16,5 
650 16.50 
660 16,50 
670 16,50 
680 16,50 
690 16,50 
700 16,50 
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Untersuchungen iiber die Quellung 
von normalen und von monojodessigsiurevergifteten Muskeln 
bei Ruhe und nach Arbeit. 


Von 
Séren L. Orskov. 
(Aus dem medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 28. Oktober 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In den bei weitem meisten Versuchen, die den Nachweis chemischer 
Veranderungen in arbeitenden Muskeln bezweckten,  stellten die 
Kristalloide den Gegenstand der Untersuchungen dar. Es hat uns bisher 
an Methoden zum Nachweis von Veranderungen der Kolloide durch 
Muskelarbeit gefehlt und nebenbei gewissermafen auch an Beob- 
achtungen, welche die Ausarbeitung solcher Methoden anregen kénnten. 

Wahrend der letzten Zeit sind indessen verschiedene aus Embdens 
Laboratorium herriihrende Arbeiten erschienen, in denen einige sehr 
interessante Beobachtungen mitgeteilt wurden. 

Deuticke (1) konstatiert, daB die Léslichkeit der Muskelproteinstoffe 

durch Liegenbleiben (als feinzerteilter Muskelbrei) und durch Arbeit 
eine Anderung erleidet. 
Ungefahr ',g pulverisierter Muskel (gleichgiiltig ob in fliissiger Luft 
gefroren und alsdann pulverisiert oder ob sofort zerquetscht) wird 15 Minuten 
im Eisschrank in 30cem Pufferldsung von m/10 primaérem Kaliumphosphat 
und m/10sekundarem Natriumphosphat von pq 7.55 extrahiert (die Lésung 
braucht nicht vorher abgekiihlt zu sein). 

Es zeigt sich, daB die Léslichkeit der Muskelproteinstoffe durch 
Liegenbleiben des Muskelbreies erheblich herabgesetzt wird; die 
gleiche Erscheinung konstatiert Deuticke, wenn Muskeln eine sehr lange 
dauernde Arbeit geleistet haben (zweifelhafte Wirkung nach !/,stiindiger 
Arbeit mit 36 Kontraktionen pro Minute. Arbeitsdauer in den meisten 
der angefiihrten Versuche 2 Stunden oder mehr). 

Hensay (2) hat die Versuche von Deuticke nachgepriift und das gleiche 
konstatiert; er untersuchte ferner, welche Anderung die Léslichkeit 
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bei pu 4 in einer Acetat-Essigsdurelésung erfahrt, und findet hier nach 


Liegenbleiben und lange dauernder Arbeit eine erhéhte Léslichkeit vor. 

SchlieBlich haben Embden und Metz (3) untersucht, wie sich 
monojodessigséurevergiftete Muskeln in einer Phosphatpufferlésung 
bei pu 7,20 verhalten (iibrigens unter Befolgung der Methodik von 
Deuticke). Sie konstatieren, daBb die Monojodessigsiure eine Herab- 
setzung der Proteinléslichkeit verursacht, und daB die Léslichkeit 
noch etwas weiter herabgesetzt wird, falls die vergifteten Muskeln 
gearbeitet haben. 

Einige Versuche mit Bestimmung der Menge der atherléslichen 
Sauren in Froschmuskeln veranlaBten mich, die in den Kolloiden 
der Muskeln durch Arbeit eintretenden Veranderungen zu untersuchen. 
Fiir die Extraktion von 1 g in fliissiger Luft gefrorenen und danach 
pulverisierten Muskels wurden 5ccm n/10 H,SO, verwendet. 

Nach 2 bis 24 Stunden Stehenbleiben bei 0° wurde das Muskel- 
pulver abzentrifugiert, wobei konstant das von Arbeitsmuskeln her- 
rihrende Muskelpulver gréBeren Raum einnahm als das von Ruhe- 
muskeln. 

Ich beobachtete ferner, daB, falls ich das Muskelpulver, bevor 
dasselbe mit der Schwefelséure in Berithrung trat, auftauen lieB, sich 
ganz andere Ergebnisse herausstellten. 

SchlieBlich erwies sich die Menge der in der Extraktionslésung 
enthaltenen Schwefelsaure von grober Bedeutung. 


Methodik. 

Fir die Versuche wurden Frésche verwendet, die seit mehreren Monaten 
in Gefangenschaft waren; nur fiir die zuletzt vorgenommenen Versuche 
wurden frisch gefangene Frésche benutzt; die erwahnten, durch Arbeit 
hervorgerufenen Veranderungen scheinen hier noch deutlicher und schneller 
hervorzutreten. 

‘In einer Anzahl Versuche ist nur der musculus gastrocnemius zur Ver 
wendung gelangt, wobei der musculus ischiadicus auf der Riickseite vom 
Femur durchschnitten wurde. In denjenigen Versuchen, die gréBere Muske! 
mengen beanspruchten, wurde der nervus ischiadicus im Abdomen durch 
schnitten. Die Durchschneidung wurde in einigen Versuchen erst 1 Stunde 
vor Verwendung der Muskeln vorgenommen. Die Reizung erfolgte. wo 
nichts anderes erwahnt ist, mittels EinzelinduktionsstoBes und in den meisten 
Fallen indirekt. 

Die zur Verwendung gelangenden Muskeln werden sofort nach Heraus- 
nahme in fliissiger Luft gefroren und in Mérsern pulverisiert, die in gleicher 
Weise abgekiihlt sind (ebenfalls die Pistille), indem wahrend der Zerquet- 
schung wiederholt fliissige Luft aufgegossen wird. 

Alsdann wurde durchgéngig in der Weise verfahren, daB das Muskel 
pulver mittels eines abgekiihlten Spatels in ein 10cem 0,08n H,SO, ent 
haltendes, eisgekiihltes Wageglas gebracht wurde. Das Glas steht auf einer 
Waagschale und die Belastung erfolgt derart, daB sich bei 1 g Muskel- 
pulver Gleichgewicht einstellt. 
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Durch Umriihren mit einem Spatel wird das Muskelpulver in der 
Schwefelsiure aufgetaut, wobei die Beriihrung mit letzterer eiligst zu er- 
folgen hat. Man verhiite, daB das Pulver wahrend der Abwagung an der 
Wand des Glases klebt. 

Eine Untersuchung der Wirkung des Auftauens, ehe die Muskeln in 
die Schwefelséure eingebracht werden, kann entweder in der Weise erfolgen, 
da8 man | g in einem leeren Wageglas abgewogenes Muskelpulver bis nach 
Auftauen stehen l4Bt (beansprucht ungefahr 15 Minuten), oder man kann 
nach der Abwigung mit einem Spatel im Muskelpulver umriihren, bis es 
zu Brei geworden und aufgetaut ist. (Man fasse mit der Hand um das Glas, 
das Auftauen heansprucht 1 bis 2 Minuten.) 

Das aufgeschlemmte Muskelpulver wird in ein in 
und justiertes Zentrifugenglas gebracht, wonach 5 Minuten zentrifugiert 
wird. Die Ablesung des Volumens des Muskelpulvers erfolgt alsdann még- 
lichst schnell. 


. 19 CCN eingeteiltes 


Die Bedeutuna von py fiir die Quellung der Muskelproteinstoffe. 

Die gesteigerte Quellung der Muskelproteine zeigte sich, wie 
bereits erwaihnt, wenn dieselben mit Schwefelsiure gesiuert waren, 
welche sich als die einzige hierfiir geeignete anorganische Siure erweist 
(Phosphorsdure, Salzséure, Salpetersiure und Milchsaéure wurden 
geprift). Die Phosphorsaure lést den gr6éBten Teil des Muskelpulvers, 
Salzséure und Salpetersdure tiben eine ahnliche, allerdings bei weitem 
nicht so kraftige Wirkung, veranlassen jedoch, daB eine scharfe obere 
Grenze des Muskelpulvers nach Zentrifugierung nicht hergestellt 
werden kann. Milchséure verhalt sich ungefahr wie Salzsiure. Der 
Schwefelsauregehalt der Extraktionslésung ist, wie erwahnt, fiir den 
Quellungsgrad sehr maBgebend. Dies ist in der Weise untersucht worden, 
daB 1 g Muskelpulver in je 10 cem Schwefelséiure verschiedener Kon- 
zentration eingeriihrt wurde; nach einigen Stunden Stehenlassen 
und Abtrennung des Muskelpulvers durch Zentrifugieren wurde py 
entweder mittels Bjerrum-Arrhenius-Doppelkolorimeter oder mit dem- 
selben Apparat im Dialysat der sauren Muskelaufschlemmung_be- 
stimmt. Die Ergebnisse einer Reihe derartiger Versuche sind aus 
Abb. 1 ersichtlich. Auf der Ordinate wird in Kubikzentimeter das 
Volumen von 1 g Muskelpulver nach Zentrifugierung, auf der Abszisse py 
abgelesen. 

Die beiden Kurven entsprechen dem Volumen von | g mit steigenden 
Schwefelsiuremengen versetzten Muskelpulvers aus vergifteten Ruhe- 
und Arbeitsmuskeln. Beide Kurven zeigen eine Maximalquellung 
bei pu 2 bis 3, und die Quellung der Arbeitsmuskeln ist deutlich die 
gréBte; nach beiden Seiten hiervon hin nimmt die Quellung ab; bei 
pu 5 fallen die beiden Kurven fast zusammen, und hier erfolgt fast keine 
Steigerung der Quellung. In der Nahe des Neutralpunktes steigt die 
Quellung wieder, und die den Arbeitsmuskeln entsprechende Kurve 
liegt wiederum am héchsten. 
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Die Kurven ahneln auBerordentlich den von, Vonk (4) fiir die 
Quellung des Fibrins ermittelten Kurven. 





Abb. 1. 
Die Quellung monojodessigsdurevergifteter Muskeln bei verschiedenem py. 


Kurve I: Arbeitsmuskeln wahrend der Kontraktur 
Kurve II: Ruhemuskeln 


Versuche mit normalen Muskeln. 

Diese Versuche bezwecken, teils den Nachweis zu fiihren, daB Arbeit 
eine gesteigerte Quellung herbeizufiihren vermag, teils die GréBe der 
fir die Herbeifiihrung dieser Quellung beanspruchten Arbeit zu_ be- 
stimmen. In den meisten Versuchen wurde gleichzeitig die Wirkung 
des Auftauens untersucht, und zwar teils bei Stehenlassen, teils bei 
Umrihrung (Tabelle I bzw. II). Die Versuche zeigen eine Volumen- 
vergréBerung von 15 bis 20°, nach 300 Kontraktionen, und diese 
Vergr6éBerung erfahrt durch weitere Arbeit keine Steigerung. Nach 
100 Kontraktionen stellt sich eine deutliche Steigerung ein (0,1 cem 
wird als Wechsel der Quellung berechnet). 


Tabelle I. 


Normale Muskeln bis 15 Minuten durch fiinf Induktionsst6Be pro Sekunde 
vollig ermiidet. 





Ruhe Arbeit 
eee lie ; ere oa O'5 Steigerung ® , Steigerung 
- ‘ey ¢ a oa my oa a, direkt in vorher 

iia — — —— H,80, aufgetaut 
1.9 1,85 2,2 1.45 16 + 22 
2.3 1.85 2.3 1.6 )) +14 
2.0 1.65 2.3 1,35 5 _ 

1.9 2.0 2.2 17 16 + 15 
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Tabelle 11. 
> : P , Steigerung 
Ruhe Arbeit nan Axbols 
Art der Arbeit 
direkt in vorher direkt in vorher direktin vorher 
H,SO, aufgetaut H,S0, aufgetant H,S0, aufgetaut 


Bis zur Ermiidung 1,9 1,45 2.1 1.4 11 4 
ery 4 1.8 1.3 2.1 1.4 17 S 

5 Min. Tetanus Ar ig 1.65 1.45 1.95 1.45 18 0 

300 Kontraktionen in 3 Min 17 1.4 2.0 1.4 18 0 

300 ae 1.4 2.3 21 

200 a 1.6 1,3 1,90 1.3 19 0 
100 i 1,65 1.3 1.83 1,35 11 4 
5} ee 1.65 1.1 1.70 1,13 3 3 


Wie aus den Tabellen ersichtlich, ist die Quellung bei langsamem 
Auftauen ohne Umriihrung schwacher, und zwar am _ schwachsten, 
Durch schnelles Auftauen 
bei gleichzeitiger Umriihrung wird die Quellung sehr erheblich herab- 
gesetzt, und zwar derart, da® sie fiir Ruhe- und Arbeitsmuskeln die 
gleiche wird. 


wenn arbeitende Muskeln in Frage kommen. 


Dies besagt, daB, falls die chemischen Prozesse nicht zum 
Stillstand gebracht werden, z. B. mittels Schwefelsaure, 
Quellungsunterschied nicht wird nachweisen kénnen. Es ist erstaunlich, 


man den 


daB die Quellung im Laufe derart kurzer Zeit bei niedriger Temperatur 
so stark wechseln kann. Keine dieser Schwankungen diirfte durch 
Milchsaure oder Phosphorséure zustande kommen, indem, wie aus 
Kontrollversuchen ersichtlich, selbst gréBere Mengen dieser Sauren, 
als in einem Muskel zu erwarten sind, ahnliche Schwankungen nicht 
herbeifiihren, falls sie der sauren Muskelpulveraufsechwemmung zugesetzt 
werden. 

Es lieBe sich wohl denken, daB die wechselnde Quellung auf eine 
Permeabilitatsanderung der Muskelzellenmembrane  zuriickzufiihren 
Eine mikroskopische Untersuchung des Muskelpulvers zeigt 
einzelne gréBere Brocken von Muskelfasern: die meisten Partikeln 
scheinen den Bowmannschen Scheiben zu entsprechen; ferner sehen wir 
in samtlichen Partikeln eine der Auskrista]lisierung von Wasser ent- 
sprechende Menge ganz feiner Spaltraume. Indessen ware es wohl 
méglich, daB es in den Zellen Membranen gabe, die das starke Gefrieren 
vertragen hatten. Hiergegen sprechen indessen eine Reihe von Um- 
standen, und zwar: 

1. daB die saure Muskelpulveraufschwemmung nach Gefrieren 
in fliissiger Luft trotzdem ihre Quellungseigentiimlichkeiten zu erhalten 
vermag; gesauertes 


ware. 


Blut wiirde unter entsprechenden Umstanden 
vollstandig hamolysiert werden; 


2. daB, nachdem man die saure Muskelpulveraufschwemmung 


stark alkalisch gemacht hat, wodurch die Struktur vollstandig zerstort 
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wird, nach Wiederansauerung das ausgefallte Protein einen ebhenso 
deutlichen Quellungsunterschied aufweist wie vorher. Das betreffende 
Verfahren war folgendes: 


Ig gefrorenes, in l0cem 0,08n H,SO, abgewogenes Muskelpulver 
bleibt 1 Stunde stehen und wird alsdann mit 1,2cem n NaOH versetzt. 
wodurch die Lésung stark alkalisch wird und die Muskelpartikeln aufgelést 
werden; nach Verlauf !/, Stunde werden die gréberen, nicht aufgelésten 
Partikeln abzentrifugiert, wonach 0,3 ccm 4n H,SO, zugesetzt werden, 
was ungefiihr den Saéuerungsgrad vor Zusatz von NaOH _ wiederherstellt. 

3. Falls der Quellungsunterschied im Muskelpulver enthaltenen 
Membranen zu verdanken ware, kénnte dies etwa auf eine eventuell 
auf Unterschieden der Kristalloidmenge der aus Ruhe- und Arbeits- 
muskeln herriihrenden Extraktionslésung beruhende Anderung der 
Permeabilitat der Kristalloide zuriickzufiihren sein; um dies zu 
untersuchen, wurden in wenigen Versuchen die Kalium-, Phosphor- 
und gesamte Aschenmenge der aus Ruhe- und Arbeitsmuskeln her- 
ruhrenden Extraktionslésung bestimmt. Die vorgefundenen Unter- 
schiede sind indessen nicht so groB, daB sie nicht sehr wohl von der 
Methodik hervorgerufen sein kénnten. 

Bei genauer Erwagung kommt es mir deshalb am wahrschein- 
lichsten vor, daB die Ursache des Quellungsunterschiedes in Umwand- 
lungsprozessen der Muskelproteinstoffe zu suchen ist. 

Quellung monojodessigsdurevergifteter Muskeln bei Ruhe und nach Arbeit. 

Die nach Arbeit gesteigerte Quellung wurde, wie bereits erwahnt, 
zuerst bei vergifteten Muskeln beobachtet, die Wirkung ist auch hier 
besonders deutlich. 

Den benutzten Fréschen wurden 2 bis 4ctg. neutralisierte Monojod- 


essigsiure subcutan injiziert und die Muskeln erst 20 Minuten nach Eintritt 


Tabelle III. 


Vergiftete Muskeln. Die Muskeln werden bis Eintritt der Kontraktur 
gereizt. 





Ruhe Arbeit ©» Steigerung nach Arbeit 


direkt in vorher direkt in vorher direkt in vorher 
HoSO, aufgetaut H,S0, anfgetaut Hy,SO, aufgetaut 


© 


25 2.3 32 44 
2.6 24 30 60) 
2,9 2.6 61 86 
2,6 2.4 18 71 
2.4 32 
2.5 28 

5 25 
26 37 
95 32 
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von Kontraktur der Vorderbeine herausgenommen. Sonst ist die Methodik 
wie bei normalen Fréschen. Die Tabellen II1 und IV zeigen derartige Ver- 
suche mit langsamem Auftauen bzw. Auftauen bei Umriihrung. 
Tabelle IV. 
Vergiftete Muskeln. 





°l, Steigerung 


Ruhe Arbeit sno Actubs 


Art der Arbeit 
direkt in vorher direkt in’ vorher’ direktin vorher 
H,SO, aufgetaut H,SO, aufgetaut H,SO, aufgetaut 


Kontraktur. ...... 2.0 15 37 2.4 35 60 
Kontraktur nach 125 In- 

duktionsstében 1,7 1.4 23 2.0 35 43 
50 Induktionsst be 1,85 1.45 2.0 1.4 S 8 
25 1.75 1.25 1,70 1,42 3 14 
25 1,7 1,4 1,95 14 


Falls die Muskeln bis Eintritt von Kontraktur gearbeitet haben, 
stellt sich, wie aus der Tabelle ersichtlich, eine Steigerung der Quellung 
um 30° ein. In den Fallen, wo Kontraktur eingetreten ist, zeigt sich, 
daB das Auftauen nicht die gleiche Wirkung ausiibt wie bei normalen 
Muskeln. Die Quellung der Ruhemuskeln nimmt allerdings bis ungefahr 
1,4 ab, die Quellung der Arbeitsmuskeln wird indessen nur wenig 
herabgesetzt, so da der prozentuale Unterschied zwischen auf- 
getauten Ruhemuskeln und Arbeitsmuskeln sehr erheblich wird, und 
zwar ungefahr 60°. 

Es zeigt sich ferner, daB eine nur relativ kleine Anzahl Kon- 
traktionen geniigt, um einen Quellungsunterschied herbeizufiihren 

so im letzten, mit einem frisch gefangenen Frosch vorgenommenen 
Versuch der Tabelle IV nur 25. 

Um nachzuweisen, da8 auch hier von Umwandlungsprozessen 
der Proteinstoffe, nicht aber von Permeabilitatsinderungen die Rede 
ist, kénnen die gleichen Argumente angefiihrt werden wie bei den 
normalen Muskeln, jedoch mit der MaBgabe, daB es hier nicht gelungen 
ist, nach Auflésung und darauffolgender Wiederausfaillung der Protein- 
stoffe den gleichen Quellungsunterschied wieder anzutreffen. 

Gleichzeitig mit den vorliegenden Versuchen haben V. Henriques, 
A.Cohn und Erik Hansen einige noch nicht veréffentlichte Versuche 
mit der Ultrafiltration von Muskelpulver aus vergifteten Muskeln 
vorgenommen. Sie konstatieren, daf man nach Filtrierung der gleichen 
Menge Muskelpulvers aus je einem vergifteten Ruhemuskel und einem 
vergifteten Arbeitsmuskel, aus dem Ruhemuskel beinahe die zweifache 
Menge Filtrat gewinnt wie aus dem Arbeitsmuskel. Dagegen finden 
sie in der Filtratmenge aus normalen Ruhe- und Arbeitsmuskeln keinen 
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Unterschied. Diese Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen 
meiner Versuche sehr gut iberein. 


Anderung der Léslichkeit der Proteine durch Arbeit. 

Um sich davon zu vergewissern, daB die erwahnten Schwankungen 
des Quellungsgrades nicht etwa dem Umstand zu verdanken sind, 
daB in der fiir die Aufschwemmung des Muskelpulvers benutzten Lésung 
ungleiche Proteinstoffmengen aufgelést werden, wurden einige Kontroll- 
versuche vorgenommen, in welchen die aus dem Muskelpulver gefallte 
Proteinstoffmenge durch Fallung mit Na,SO, bestimmt wurde 
(1 Volumen 16° ige Na,SQO, pro 2 Volumen Muskelextrakt); 2 Stunden 
nach Zusatz der Fallungslésung werden die Proteine abzentrifugiert 
wonach ihr Volumen abgelesen wird. 

Wie aus der Tabelle V ersichtlich, nimmt das ausgefallte Protein 
in den eine nach Arbeit gesteigerte Quellung aufweisenden Versuchen 
auch einen gréBeren Raum ein, und eine Untersuchung der Menge 
gelésten Stickstoffs, der nach der Zentrifugierung in der iiber dem 
Muskelpulver befindlichen Fliissigkeit enthalten ist, ergibt ebenfalls 
eine Steigerung des Stickstoffs. Die nach Arbeit konstatierte Steigerung 
der Quellung kann somit nicht davon herriihren, daB weniger Protein 
zur Auflésung gelangt ist. 


Tabelle V. 


Normale Muskeln. 





? ®, Steigerung 
Ruhe Arbeit seas kohens 
Art der Arbeit Volumen | Volumen Volumen | Volumen ins 
des des aus- des des aus-  Muskel-  popitites 
Muskel- gefillten Muskel- | gefillten pulver Srotein 
pulvers Proteins  pulvers | Proteins 

Vollige Ermiidung .. . 1,8 0,75 2,1 1,05 17 40 

5 Min. Tetanus ..... 1,7 7 1,95 0,85 18 20 

300 Induktionsstobe 1.65 0,7 2.0 0.9 18 29 

200 * 1,6 0,75 19 0,72 14 — 4 

Vergiftete Muskeln. 

125 Induktions-Kontraktur 1,7 0.9 2.3 1,0 35 11 
50 Induktionsst6ébe . . . 1,85 1,05 2.9 1.3 y 24 
25 a . os 1,7 09 1,94 0.9 14 0 
25 1.75 0,95 1,7 1,0 +—+3 5 


Des weiteren ist untersucht worden, in welcher Weise ein Auftauen 
des Muskelpulvers vor Zusatz der Schwefelsiure die Léslichkeit der 
Proteine beeinfluBt. Hier zeigt sich, was normale Muskeln betrifft, 
die gleiche Léslichkeit der Proteinstoffe, unabhangig davon, ob das 
Muskelpulver direkt in die Schwefelsiure kommt oder vorher auf- 
getaut wird. Bei vergifteten Muskeln in Kontraktur gelangt dagegen 
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eine viel kleinere Menge Proteinstoff zur Auflésung, wodurch sich 
vielleicht die starke Quellung des aus vergifteten, kontrahierten Arbeits- 
muskeln herriihrenden aufgetauten Muskelpulvers erkliren laBt. 

SchlieBlich ist auch untersucht worden, ob man bei Verwendung 
der im vorstehenden erwahnten Methodik von Deuticke eine Anderung 
der Léslichkeit bzw. der Quellung der Muskelproteine nach kurz- 
dauernder Arbeit zu konstatieren vermag. 

Es zeigt sich indessen — wie auch nach Deutickes Versuchen zu 
erwarten war —. daB ein 5 Minuten dauernder Tetanus weder in der 
Léslichkeit noch in der Quellung irgendwelche Anderung herbeifiihrt. 


Auf der jetzigen Stufe der Untersuchungen laBt sich nur schwer 
sagen, welche Momente der nach Arbeit gesteigerten Quellung zugrunde 
liegen. Wir miissen uns vielmehr mit der Feststellung der Tatsache 
begniigen, daB in den Proteinstoffen der Muskeln durch die Muskel- 
kontraktionen eine Umwandlung eingetreten ist, und da sich ein 
erheblicher Unterschied des Quellungsgrades ergibt, falls man das 
Muskelpulver vor Einbringung in die Schwefelsiure auftaut, anstatt 
dasselbe direkt in der Saéure aufzutauen. 


Literatur. 
1) H. J. Deuticke, Pfliigers Arch. 224, 1, 1930. 2) J. Hensay, eben- 
daselbst 224, 44, 1930. 3) G. Embden u. E. Metz, Zeitschr. f. physiol. 


Chem. 192, 233, 1930. 4) H. J. Vonk. ehbendaselbst 198, 201. 1931. 





Reaktionsbedingungen des Acetessigsiureumsatzes durch Hefe. 


Ve yn 
E. Friedmann. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 23. Oktober 1931.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


In einer kiirzlich veréffentlichten Mitteilung! habe ich gezeigt, 
daB Acetessigsiure durch Backereihefe bei Anwesenheit und bei Ab- 
wesenheit von Zucker in d-(+-)-f-Oxybuttersaéure iiberfiihrt wird. Die 
gebildete Saure konnte als d-(-+-)-$-Oxybuttersiuremethylester isoliert 
werden. 

In Fortsetzung dieser Versuche habe ich mich bemiht, einen 
Kinblick in den Reaktionsmechanismus zu gewinnen. Hieraus ergab 
sich die Notwendigkeit, die beobachteten Vorgainge quantitativ zu 
verfolgen und die Beziehungen zwischen Acetessigsiureumsatz und 
f-Oxybuttersaurebildung durch girende und nicht giarende Hefe 
zahlenmabig festzulegen. 

Diese Untersuchung hatte eine genaue Kenntnis des Acetessig- 
siureumsatzes in seiner Abhingigkeit vom Milieu und von der Kon- 
zentration der reagierenden Bestandteile, der Hefe, des Zuckers und 
der Acetessigsiure zur Voraussetzung. 


I. Wahl der Wasserstoffionenanfangskonzentration. 

Die Wahl der Wasserstoffionenkonzentration, bei der die Versuche 
angesetzt wurden, hatte zunachst zwei Bedingungen zu beriicksichtigen. 
Die eine verlangte ein Milieu, welches der fiir den Verlauf der Garung 
optimalen Wasserstoffionenkonzentration médglichst nahe kam, die 
andere hatte dem leichten Zerfall der Acetessigsiure in Aceton und 
Kohlenséure schon bei schwach saurer Reaktion Rechnung zu tragen. 

Wie diese beiden Erfordernisse zu vereinen waren, konnte nur 
der Versuch entscheiden. Es wurde daher Hefe mit Lésungen von 
wechselndem px emulgiert und mit der gleichen Menge Acetessigsaure 
zur Reaktion gebracht. Der nach 16 Stunden bei Anwesenheit und bei 


1 E. Friedmann, diese Zeitschr. 248, 125. 1931. 
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Abwesenheit von Zucker erzielte Umsatz der Acetessigsiiure zeigte 
den EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die untersuchte 
Reaktion an. 
Versuch 1. 
(EinfluB der H-lonenkonzentration auf den Umsatz der Acetessigsaure 
durch Hefe.) 
Ansatz des Versuchs. 

Lésung I. Eine Lésung von acetessigsaurem Kalium wurde in be 
schriebener Weise! hergestellt. 10 ccm enthielten 0.4060 ¢ Acetessigsiure. 
20 cem dieser Lésung wurden im MeBkolben zu 100 cem gelést. 

Lésung Il. 20 cem der Lésung von acetessigsaurem Kalium und 20 ¢ 
Zucker wurden im MeBkolben zu 100 cem geldst. 

5eem von Lésung I und von Lésung II enthielten je 40,60 mg Acet- 
essigsiure. 

Die Hefepuffermischungen wurden durch Verreiben von 8g Hefe mit 
20 cem Pufferlésung von bekanntem py bereitet. 


Die Pufferldsungen vom pu l und px 2 wurden nach Clark und 
Lubs*, die Pufferlésungen vom py 3 bis pr S nach Me Ilraine® her- 
gestellt. 


Es wurden zwei Reihen von je acht Versuchen angesetzt, von denen 
tethe A je 5cem von Lésung | (40,60 mg Acetessigsiure., kein Zucker), 
Reihe B je 5cem von Lésung I! (40,60 mg Acetessigsiure, |g Zucker} 
enthielt. Zu jedem Versuch kamen 7 com Hefepuffermischung (entsprechend 
2 ¢ Hefe und 5cem Puffer vom pu l bis pu 8). 

Der Versuch dauerte 16 Stunden, die Temperatur betrug 22°. 


Aufarbeitung des Versuchs. 

Nach beendeter Einwirkung wurde nach Schenck durch Zusatz von 
50cem einer Mischung von 2 Tin. 5°/,iger Sublimatlésung, 2 Tle. 2°/jiger 
Salzsaure und einem Teil Wasser enteiweiBt. Der Acetessigsiuregehalt 
wurde in je 5 cem des Schenck-Filtrates nach Messinger-Huppert in Doppel- 
bestimmungen ermittelt. Falls der Ansatz es erforderte, wurde alkalisch 
redestilliert. 


Tabelle 1 enthalt die im Versuch | gewonnenen Resultate. 


Tabelle 1. 


EinfluB der H-lonenkonzentration auf den Umsatz der Acetessigséure 
durch Hefe. 





Zugesetzte Acetessigsiure: 40,60 mg, Hefe 2: 10, 16 Stunden, 22°. 
- ™ ae) ~*~ — = t x 
Pu r | | | 
der zugesetzten ; : “a a 
Pufferliésung | = = = = = = = = 
Qa ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 


Acetessigsiure- 
umsatz in © 9 
| der zugesetzten 

Acectessigsaure 


A. Kein Zucker 43 3 20 10 i) 
B. 10°, Zucker 62 39 48 36 30 
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BE. Friedmann, |. e. 

2 Clark u. Lubs, Journ. of Bact. 2. 109, 191, 1917; Clark, The determi- 
nation of hydrogen ions. Baltimore 1920. 

3 Mec Ilvaine, Journ. of biol. Chem. 49, 183, 1921. 
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Abb. LA und 1B sind die graphische Darstellung von Versuch 1. 
Der Versuch | zeigt, da der Umsatz der Acetessigsiure vom 
alkalischen zum sauren Bereich wachst. Diese Zunahme des Acetessig- 
siureumsatzes ist in den Versuchen, die bei Anwesenheit von Zucker 
ausgefiihrt sind (Reihe B), mit wachsender H-lonenkonzentration 
annihernd stetig. Die Unterbrechung, die die Kurve beim Ubergang 
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Abb. 1A. Abb. 1B. 
Kein Zucker. 109!) Zucker 


Acetessigsiure: 0.406 °)5, Hefe 2: 10, 16 Std., 22°. 


vom pur = 3 zu pu = 2 der zugesetzten Pufferlésung erfahrt, diirfte 
auf die verschiedene Bereitung der Pufferlésungen, also auf den Unter- 
schied im Anionengehalt zuriickzufiihren sein, ein Unterschied, der 
bereits friiher unter ahnlichen Versuchsbedingungen bei Géarungen 
beobachtet ist. 

In erheblich starkerem MaBe tritt in den Versuchen, die bei Ab- 
wesenheit von Zucker ausgefiihrt worden sind (Reihe A), die Unter- 
brechung der Kurve beim Ubergang vom py = 3 zum pa = 2 der 
zugesetzten Pufferlésung zutage. Der auffalligste Befund in der Reihe A 
ist jedoch der plétzliche Anstieg des Acetessigsiureumsatzes beim 
Ubergang vom pa = 2 zum py = 1 der zugesetzten Pufferlésung. 
Bei diesem Ubergang steigt der Umsatz der Acetessigsiure von 3 auf 
43°,, also auf das 14fache. 

Hervorgehoben sei, daB in diesen Zahlen eine eventuelle De- 
carboxylierung der Acetessigsiure nicht unmittelbar zum Ausdruck 
kommt, da nach den benutzten Methoden die nach der Einwirkung 
der Hefe iibrigbleibende Acetessigsiure gemeinsam mit etwa gebildetem 
Aceton bestimmt wird. 

Da es methodiscb wie praparativ gleich wichtig war, den Umfang 
der Decarboxylierung in den Versuchen der Reihe A und B festzustellen, 
wurde der Aceton- und der Acetessigsiuregehalt dieser Versuchsreihen 
getrennt bestimmt. In Anwendung kam die Methode von Folin. 


Die erhaltenen Resultate sind in der Tabelle IT wiedergegeben. 
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Tabelle IJ, FintluB der H-lonenkonzentration auf die Decarboxylierung 
der Acetessigsiure durch Hefe. Zugesetzte Acetessigsdure: 40,60 mg, Hefe 
2:10, 16 Stunden, 22°. 





~” 


— Nn oo 7 £ = t- zx 

PH i l 

der zugesetzten | . 
Pufferlésung = = = = = = = = 
6 & a & & S | & |. & & 


oe ‘ -~ a d Acetessigsaure 
A. Kein Zucker | 29 29 | 24 31 25 | 82 — | 26] ‘umsatz in © 
17 


B. 10% Zucker 16 22 21 


23 26 «23 | 27 | der zugesetzten 
Acetessigsiure 

Die Tabelle II zeigt, daB zwischen py = 8 bis pu = 1 der zu- 
gesetzten Pufferlésung eine scheinbar nennenswerte Decarboxylierung 
der Acetessigsiure zu beobachten ist. Es mu jedoch ausdriicklich 
betont werden, daB die erhaltenen Zahlen nur Vergleichswert innerhalb 


der Versuchsreihen haben, da die Kontrollen — Bildung von jod- 
bindender, fliichtiger Substanz durch Hefe ohne Zusatz von Acetessig- 
siure — hier nicht ausgefiihrt sind. 


Es geht ferner aus den Versuchen der Tabelle Ll hervor, daB ein 
deutlicher EinfluB der H-lonenkonzentration auf die GréBe der De- 
carboxylierung zwischen py = 8 und py = | innerhalb der geschilderten 
Versuchsbedingungen nicht nachzuweisen ist. Da jedoch die Méglichkeit 
besteht, daB zwar Aceton gebildet, aber sofort von der Hefe weiter 
verarbeitet wird z. B. zum lIsopropylalkohol —, kénnte die De- 
carboxylierung der Acetessigsiure auch in dem in Tabelle I wieder- 
gegebenen Umsatz der Acetessigsdéure einen mittelbaren, zahlenmabigen 
Ausdruck finden. Im besonderen kénnte die sprunghafte Steigerung 
des Acetessigsiiureumsatzes beim Ubergang der H-Ionenkonzentration 
der Pufferlésungen vom py 2 zum pu 1 hiermit im Zusammenhang 
stehen. Ob dies der Fall ist, kann nur durch neue praparative Versuche 
entschieden werden. 

Zur Sicherung der Resultate des Versuchs 1 wurde dieser wiederholt. 


Versuch 2. (Wiederholung von Versuch 1.) 
Versuch 2 wurde wie Versuch | angesetzt. 10 cem Acetessigséurelésuny 
enthielten 0,3861 ¢ Acetessigsaure. 
In Tabelle II] sind die erhaltenen Resultate wiedergegeben. 
Tabelle IIT. 


EinfluB der H-lonenkonzentration auf den Umsatz der Acetessigsiure durch 
Hefe. Zugesetzte Acetessigsiure: 38,61 mg, Hefe 2: 10, 16 Stunden, 22°. 
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Die graphische Wiedergabe der Ergebnisse der Tabelle II] erfolgt 
in den Abb. 2A und 2B. 
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Abb. 2A. Abb. 2B. 
Kein Zucker. 10°/5 Zucker. 


Acetessigsiiure: 38.61 mg, Hefe 2:10, 16 Std., 22°. 


Versuch 2 gibt im wesentlichen das gleiche Resultat wie Versuch 1. 
Die sprunghafte Steigerung des Acetessigsiureumsatzes beim Ubergang 
der Pufferlésung vom pq = 2 zum pq =: 1 tritt auch im Versuch 2 
in den Proben, die bei Abwesenheit von Zucker ausgefiihrt worden 
sind (Reihe A), deutlich zutage, ebenso die Unterbrechung des kurven- 
miBigen Verlaufs des Acetessigsiureumsatzes beim Ubergang der 
Pufferlésung vom pa = 3zum py = 2. Jedoch sind beide Erscheinungen 
bei Anwesenheit von Zucker (Reihe B) nicht festzustellen. 

In einer dritten Versuchsreihe wurde der Einflu8B der Wasserstoff- 
ionenkonzentration auf den I6stiindigen Acetessigsiureumsatz bei 
Abwesenheit und bei Anwesenheit von Zucker nach Zusatz von Puffer- 
lésungen vom px = 3 bis pu = 1 unter Staffelung der Exponenten 
von 0,2 zu 0,2 gepriift. 

Versuch 3. 
EKinfluB der H-Tonenkonzentration (pq 3; 2,8; 2,6 usw. bis py = 1) 
auf den Umsatz der Acetessigsiure durch Hefe. 
‘' Versuch 3 wurde wie Versuch I und 2 angesetzt. 10 cem der Lésung 
von acetessigsaurem Kalium enthielten 0,5442 g Acetessigsaure. 

Die Pufferldsungen vom pu 4 bis zum py = 2,2 wurden nach 

Me Ilvaine, vom pu 2,2 bis zum px 1,0 nach Clark und Lubs bereitet. 
Tabelle IV. 
EinfluB der H-lonenkonzentration (pH 3; 2,8; 2,6 usw. bis pu 1) auf 
den Umsatz der Acetessigsiure durch Hefe. Zugesetzte Acetessigsiure : 
54.42 mg, Hefe 2:10, 16 Stunden, 22°. 
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In Tabelle 1V sind die erhaltenen Resultate zusammengestellt. 
Die Abb. 3A und 3B sind ihre graphische Wiedergabe. 
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Abb. 3A. Kein Zucker. 


Acetessigsiure: 54,42 mg, Hefe 2:10, 16 Std., 22°. 
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Abb. 3B. 5°) Zucker 


Acetessigséure: 54,42 mg, Hefe 2:10, 16 Std., 22°. 


Im Versuch 3 wiederholen sich die Ergebnisse des ersten und zweiten 
Versuchs. Der EinfluB der Anionen der zugesetzten Pufferlésung auf 
die GréBe des Acetessigsiureumsatzes tritt deutlich hervor, ebenso 
die sprunghafte Steigerung des Acetessigsaureumsatzes beim Ubergang 
der Pufferlésung vom pu = 2 zum py = |. 

Die Staffelung des Versuchs 3 laBt erkennen, daB die Wasserstoff- 
ionenkonzentration der Pufferlésungen im Intervall py = 3 bis px 1.6 
keine nennenswerte Verschiebung im Acetessigsiureumsatz sowohl 
bei Anwesenheit wie bei Abwesenheit von Zucker hervorruft. Diese 
Reaktionsbreite rechtfertigt die Wahl der H-lonenkonzentration 
pu = 2 fiir die zum Ansetzen der Versuche erforderliche Pufferlésung. 

Da das Pufferungsvermégen der nach Clark und Labs hergestellten 
Lésung vom pu 2 nur sehr gering ist, ist aus der Wahl der Puffer- 
lésung vom py == 2 kein SchluB auf die tatsachlich vorhandene Wasser- 
stoffionenkonzentration zu Beginn und am SchluB des Versuchs zu 
ziehen. Diese muBte erst durch direkte Messungen ermittelt werden. 

Von den pu-Messungen seien folgende Beobachtungen vorliufig hervor- 
gehoben. Die Bestimmung der H-lonenkonzentration (elektrometrisch 
gemessen) ergab beim Vermischen von Acetessigsiurelésung mit Clar/ 
Lubs-Lésung vom py 2, entsprechend Versuch 1, Reithe A, jedoch ohne 
Zusatz von Hefe, z. B. den Wert pu 4,59. Der Wert pu 1.59 verschiebt 
sich nach 16stiindiger Einwirkung von Hefe auf Acetessigsiure bei An- 
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wesenheit von Zucker. entsprechend Versuch 1, Reihe B. kolorimetrisch 
gegen Bromphenolblau unter Benutzung des Bjerrum-Arrhenius-Keiles 
bestimmt, zu pu 4,0. 

Wie die Versuche zeigen, ist das Pufferungsvermégen des Cesamt- 
ansatzes groB genug, um die Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration 
in das hemmende, alkalische Gebiet zu verhindern. 


II. Wahl der Hefemenge. 

Nachdem Zweckmabigkeitsgriinde dazu gefiihrt hatten, eine 
Wasserstoffionenkonzentration fiir die Versuche zu wahlen, die durch 
Hinzufiigen von Pufferlésung vom py = 2 erzielt wurde, wurde zunachst 
festgestellt, ob innerhalb der eingehaltenen Versuchsbedingungen die 
Menge der Hefe auf die GréBe des Acetessigsiureumsatzes von EinfluB 
ist. An Stelle der Bestimmung des Acetessigsiureumsatzes nach 
16 Stunden wurde der zeitliche Verlauf des Acetessigsiureumsatzes 
durch verschiedene Hefemengen und bei verschiedenen Zuckerkonzen- 
trationen ermittelt, um gleichzeitig Anbaltspunkte zu gewinnen, zu 
welcher Zeit der Versuch am vorteilhaftesten abzubrechen ist. Versuch 4, 
5 und 6 und die Abb. 4, 5 und 6 geben die erhaltenen Resultate wieder. 


Versuch 4. 


EinfluB der Hefemenge auf den zeitlichen Verlauf des Acetessigséiure- 
umsatzes. Zuckerkonzentration 10°,. 


Bereitung der Stammlésungen. 


Lésung I. 20 cem einer Lésung von acetessigsaurem Kalium und 20 ¢ 
Glucose wurden im MeBkolben zu 100 cem gelést. 5cem von Lésung I 
enthielten 54,42 mg Acetessigsiure. 

Lésung II, III und IV. Je 30cem Pufferlésung nach Clark und Lubs 
vom pu = 2 wurden mit 6g Hefe (Lésung I1), 12 g Hefe (Lésung ITI) und 
24¢ Hefe (Lésung IV) verrieben. 


Ansatz des Versuchs. 

Es wurden drei Reihen von je fiinf Versuchen angesetzt. 

Reihe A. Je 5ceem Lésung I wurden fiinfmal mit 6cem Lésung II 
vermischt. 

Reihe B. Je 5cem Lésung I wurden fiinfmal mit 7 cem Lésung III 
vermischt. 

Reihe C. Je 5cem Lésung I wurden fiinfmal mit 9 ccm Lésung IV 
vermischt. 

Die einzelnen Versuche jeder Reihe wurden nach 2, 4, 8, 16, 32 Stunden 
durch Zusatz von 50cem Schenckscher Lésung enteiweiBt. 

Im Versuch IV ist Hefe im Verhialtnis 1: 10, 2: 10, 4: 10 mit 54,42 mg 
Acetessigsiure bei Anwesenheit von 10°, Zucker unter Zusatz einer Puffer- 
ésung vom px = 2 zur Reaktion gebracht worden. 


Uber den zeitlichen Verlauf des Acetessigsiureumsatzes unter 
den angegebenen Bedingungen gibt Tabelle V Auskunft. 
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Tabelle V. 


Zeitlicher Verlauf des Acetessigsiureumsatzes durch Hefe. Zugesetzte 
Acetessigséure: 54,42 mg, Glucose 10°,, pu der Pufferlésung 2. Um- 
gesetzte Acetessigsiure in Prozenten der zugesetzten Acetessigsiure fiir: 





he Hefe 1:10 Hefe 2:10 Hefe 4:10 
Zeit 
a h c 

2 Std. 9 23 34 
Sa. $8 5s 17 31 46 
16 ” : " 31 41 54 
39 oe eS 40 48 56 
SS a« 5S 46 59 , 


Abb. 4 ist die graphische Wiedergabe von Tabelle V. 





Abb. 4 
a Hefe 1:10 
b Hefe 2:10 
ec = Hefe 4:10. 
Acetessigsiiure 0,544 ¢ 
Zucker 10°) 








O24%8 16 
Stunden—> 


Die Tabelle V und die Abb. 4 zeigen, daB der Acetessigsiure- 
umsatz bei konstanter Zucker- und Acetessigséurekonzentration mit 
zunehmender Hefemenge wachst. Die Zunahme des Acetessigsiure- 
umsatzes bei steigender Hefemenge entspricht annihernd den vom 
Massenwirkungsgesetz verlangten Zahlen. Da das erhaltene Gleich- 
gewicht durch lebende Hefe hervorgebracht wird und die Méglichkeit 
besteht, daB es durch lebende Hefe veraindert wird, hat diese Fest- 
stellung nur beschrankten Wert. 


Versuch 5. 
EinfluB der Hefemenge auf den zeitlichen Verlauf des Acetessigsiure 
umsatzes. Zuckerkonzentration 5° 

In Versuch 5 ist Hefe im Verhiltnis 1:10, 2:10, 4:10 auf Acet- 
essigsdure bei Anwesenheit von 5°, Glucose zur Einwirkung gebracht 
worden. 

Versuch 5 wurde wie Versuch 4 angesetzt. Lésung | enthielt in 100 cem 
20 ccm einer Lésung von bekanntem Gehalt an acetessigsaurem Kalium 
und 10g Glucose. 5cem von Lésung | entsprachen 54,42 mg Acetessig 
siure. Lésung II, III und IV wurden wie im Versuch 4 bereitet 

Der zeitliche Verlauf des Acetessigsiureumsatzes durch wechselnde 
Hefemengen fiir eine Zuckerkonzentration von 5°, ist in Tabelle VI 
und Abb. 5 dargestellt. 


Biochemische Zeitschrift Band 244. 
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80 r7 Tabelle VI. 
n b Zeitlicher Verlauf des Acetessigsdureumsatzes 
60 | | | durch Hefe. Zugesetzte Acetessigsaure : 54,42 mg. 
2 Z Glucose 5%. px der Pufferlésung = 2. Um- 
rs 40 gesetzte Acetessigsiure in Prozenten der zu- 
3 gesetzten Acetessigsiure fiir: 
& 29 
pee Hefe 1:10 Hefe 2:10 Hefe 4:10 
Zeit a b 
O24 8 16 32 
Stunden —> 
Abb. 5. 2 Std. 10 19 28 
a==Hefe1:10. }=Hefe 2:10. 4, 25 30 40 
c = Hefe 4:10, 8 27 36 49 
Acetessigsiiure 0,544 9/9, 16, 37 45 63 
Zucker 5 Jo. a « 50 61 76 


Versuch 6. 
Einflu8 der Hefemenge auf den zeitlichen Verlauf des Acetessigséure- 
umsatzes. Zuckerkonzentration 20°,. 
Im Versuch 6 wurde fiir Hefe im Verhaltnis 2:10 und 4: 10 auf 
Acetessigsiure bei Anwesenheit von 20°, Glucose zur Einwirkung 
gebracht. 


Lésung I enthielt in 100cem 20cem einer Lésung von bekanntem 
Gehalt an acetessigsaurem Kalium und 40g Glucose. 5eccem Lésung | 
entsprachen 54,42 mg Acetessigséure. 

Lésung II und III wurden wie Lésung III und IV der Versuche 4 
und 5 bereitet. 


Der zeitliche Verlauf des Acetessigsiureumsatzes durch wechselnde 
Hefemengen fiir eine Zuckerkonzentration von 20°, ist in Ta- 
belle VII und Abb. 6 wiedergegeben. 

















80 - r ' Tabelle VII. 
g Zeitlicher Verlauf des Acetessigsiureumsatzes 
. i | ’, ° o ~ 
| 60 i } -*! durch Hefe. Zugesetzte Acetessigsaure : 54,42 mg 
a Glucose 20°. pa der Pufferlésung = 2. Um- 
SM fi | ee gesetzte Acetessigsiiure in Prozenten der zu- 
3 gesetzten Acetessigsadure fiir: 
S } 4 
ans | i Hefe 2:10 Hefe 4:10 
Zeit 
' a b 
Li ‘al i 
O2¢ 8 16 32 
Stunden —> a 27 36 
Abb. 6. - ie ee 35 49 
a==Hefe 2:10. b=Hefe 4: 10. 8 Hoi Qu 47 54 
Acetessigsiure 0.544 °/o, ” a 38 68 
Zucker 20°’. i air 69 79 


Die Versuche 4, 5 und 6 zeigen tibereinstimmend, da der inten- 
sivste Umsatz der Acetessigsiure durch Hefe, die im Verhiltnis 4: 10 
dem Ansatz hinzugefiigt ist, zu erzielen ist. 
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Fir die Wahl der Zeit, nach der die Versuche abzubrechen sind, 
scheint nach Versuch 5 und 6 eine 16stiindige Einwirkung in Betracht 
zu kommen. Versuch 4c (Abb. 4) spricht jedoch fiir eine Versuchs- 
dauer von 8 Stunden. 


Hl. Wahl der Zueckerkonzentration. 


Bereits in den Versuchen 4 bis 6 tritt der Einflu8 der Zucker- 
konzentration auf die GréBe des Acetessigsiureumsatzes deutlich 
zutage. Der genauen Ermittlung dieses Einflusses diente Versuch 7. 


Versuch 7. 
Finflu8 der Zuckerkonzentration auf den Umsatz der Acetessigsaure durch 
Hefe. 
Ansatz des Versuchs. 

Je 10cem einer Lésung von acetessigsaurem Kalium, die 0,5442 g 
Acetessigséure enthielten, wurden im MeBkolben zu 50 cem mit 20 g Glucose 
(Lésung I), 10 g Glucose (Lésung II) und 5g Glucose (Lésung IIT) gelést. 

Die Hefepuffermischung wurde durch Verreiben von Hefe mit der 
2'/,fachen Pufferldsung vom py = 2 bereitet. 

Je 5ceem von Lésung I, II und III wurden mit je 7 ccm Hefepuffer- 
mischung angesetzt. Unter Vernachlassigung des Volumens der Hefe war 
demnach die Konzentration des Zuckers 20, 10 und 5°,. 

Die Dauer des Versuchs betrug 16 Stunden, die Temperatur war 22°. 


Die Resultate des Versuchs 7 sind in Tabelle VIJI und Abb. 7 
wiedergegeben. 
Tabelle VIII. 


Einflu8 der Zuckerkonzentration auf den Acetessigséureumsatz durch Hefe. 
Zugesetzte Acetessigsiure: 54,42 mg, Hefe 2: 10. 





OE 5 as we 42 | Acetessigsiure- 


umsatz in ‘ 
47 der zugesetzten 
65 Acetessigsiure 





Abb. 7 
\cetessigsiure 0,544° 9, 
Hefe 2:10. 


16 Std., 22°. 
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Versuch 7 zeigt, daB der Umsatz der Acetessigsiure unter sonst 
gleichen Bedingungen von der Zuckerkonzentration abhangig ist. 


4* 
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Der Umsatz der Acetessigsiiure wachst mit zunehmender Zucker- 
konzentration. Wird die Zuckerkonzentration sukzessive verdoppelt, 
so ergibt die graphische Darstellung des Acetessigsiureumsatzes bei 
steigender Zuckerkonzentration im vorliegenden Falle annahernd 
eine Gerade. 

Das Resultat des Versuchs 7 wird durch Versuch 8 erginzt und 
erweitert. 

Versuch &. 

Gegenseitiger Einflu8 der Hefemenge, der Zuckerkonzentration und der 

Acetessigsiurekonzentration auf den Umsatz der Acetessigséure. 

16 Stunden, 22°. 

In Versuch 8 ist der Umsatz der Acetessigsiure fiir drei Hefe- 
mengen, vier Acetessigsiurekonzentrationen und fiinf Zuckerkonzen- 
trationen nach 16 Stunden bestimmt. 


Bereitung der Stammlésungen. 
10cem der Lésung von acetessigsaurem Kalium enthielten 0,544 g 
Acetessigsiure (im folgenden als Ac. bezeichnet). Als Zucker kam Glucose 
zur Verwendung (im folgenden als Gl. bezeichnet). 
r, . . “maa . . . ° ‘ 
Zur Erleichterung der Ubersicht wird die Bereitung der Stamm- 
l6sungen in tabellarischer Form gegeben. 





: Ac. Gl ad H2.O 
Reihe pres ‘ Vol 
1 7.5 10 25 
| 2 7,5 7,5 25 
1,3 7,5 5,0 25 
| 4 3,0 15 10 
5 3.0 1,0 10 
1 5,0 10,0 25 
| 2 5,0 7,5 25 
II; 3 5,0 5.0 25 
| 4 2.0 15 10 
5 2,0 1,0 10 
1 1,5 4,0 10 
| 2 5 3,0 10 
Il; 3 10cem TI 1+ 10cem H,0 
|4 10 , I12+10 , H,O 
5 10 , T3+10 , H,O 
1.0 4.0 10 
3.0 10 
IV 10 cem II Ocem H,O 


Om Choe 


1+ 10 
10 , U2+10 , HO 
3+10 , HO 


0 , # 
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Lésung A: 30cem Pufferlésung vom px 2 6g Hete 
B: 3 .,, “ » PH 2 12 g 
co: @ .. . » pHo=2+ 24g 


Ansatz des Versuchs. 





Reihe A 1 cem + 1.2cem A enthalt 


Unter Vernachlassigung des Hefevolumens betragt die gepriifte Zucker- 
konzentration 20, 15, 10, 7.5 und 5°,, die Acetessigsiurekonzentration 
0,816, 0,544, 0,408, 0,272°, und das Verhaltnis der Hefe zur Reaktions 
fliissigkeit 1:10, 2: 10, und 4: 10. 


Die Dauer des Versuchs betrug 16 Stunden, die Temperatur war 23° 


Das Resultat des Versuchs 8 ist in Tabelle LX wiedergegeben. 
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Tabelle IX. d 
Gegenseitiger Einflu8 der Hefemenge, der Zucker- und Acetessigsiéure- ™ 
konzentration auf den Umsatz der Acetessigsiure, 16 Stunden, 23°. Um- 





gesetzte Acetessigsiure in Prozenten der zugesetzten Acetessigsdure. A 
2 
nagnlecigameee — Hefe 1:10 Hefe 2:10 Hefe 4:10 
%o %o A B Cc 
5 35 41 46 
| 7,5 41 43 46 
0,272 10 44 48 47 
| 15 48 59 47 
20 50 56 50 
5 35 34 47 
| 7,5 38 36 47 
0,408 10 40 40 47 
| 15 43 43 5 
20 48 50 63 
5 30 38 39 
| 7,5 35 40 43 
0,544 10 44 42 50 
| 15 46 46 52 
20 41 51 54 
5 24 27 32 
| 7,5 30 36 38 
0,816 10 34 36 44 
| 15 38 40 50 
20 41 45 51 


Deutlicher als in den Zahlen der Tabelle 1X tritt in der Abb. 8 
(Kurve IA bis IVC) das Ergebnis des Versuchs 8 zutage. 
In der Abb. 8 ist in den senkrechten Kolonnen der 16stiindige 
Umsatz der Acetessigsiure bei gleichbleibender Hefemenge, jedoch 
bei innerhalb jeder Kolonne ansteigender Zuckerkonzentration und 
bei von Kurve zu Kurve ansteigender Acetessigsiurekonzentration 
wiedergegeben (Kolonne A, B und C). In den wagerechten Reihen 
(I, II und III) ist die Acetessigsiuremenge konstant, wihrend die 
. Hefemenge von Kurve zu Kurve, die Zuckerkonzentration innerhalb 
jeder Kurve ansteigt. 
: Die zw6lf Kurven zeigen fast tibereinstimmend, daB der Acetessig- 
| séureumsatz mit steigender Zuckerkonzentration zunimmt. Die Kurven, 
die diese Zunahme zum Ausdruck bringen, nehmen haufig die Form 
einer Geraden oder einer gebogenen Linie mit kleinem Kriimmungs- 
radius an. 


Die giinstigsten Bedingungen des Acetessigsiureumsatzes scheinen 
in der Kurve III C zum Ausdruck zu kommen. Hier steigt fiir eine 
Hefemenge von 4: 10 und einer Acetessigsiurekonzentration von 0,4°, 
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der Acetessigsiureumsatz bei einer Zunahme der Zuckerkonzentration 
von 10 auf 20%, von 47 auf 63% 

Dieser Versuchthat mich veranlaBt, den weiteren Versuchen die 
Acetessigsiurekonzentration von 0,4°,, die Zuckerkonzentration von 
20°, und die Hefemenge 4:10 zugrunde zu legen. 

Hefe 1:10, Hefe 2:10. Hefe 4:10. 
a 
ai 
| 
7 
? % 
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Abb. 8. 
16 Std., 23 
IV. Acetessigsiure 0,272 %/). Il. Acetessigsiure 0,544 ° o. 
Ill. Acetessigsiure 0,408 °/o, I. Acetessigsiure 0,816 ‘ 


Die Bedeutung dieses Experiments liegt jedoch nicht allein auf 
praparativem Gebiet. Es bildet, wie ich spater zeigen werde, die Grund- 
lage fiir die Beurteilung der antiketogenen Wirkung der phytochemischen 
Abbauprodukte des Zuckers. 

Zur kritischen Wiirdigung der in dieser Arbeit mitgeteilten Ergeb- 
nisse sei auf folgendes aufmerksam gemacht: 

1. Samtliche Versuche sind Vergleichsversuche innerhalb be- 
stimmter Reihen und nur als solche zu beurteilen. Sie geben keinen 
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AufschluB iiber die absolute GréBe des Acetessigsiureumsatzes unter 


den verschiedenen Bedingungen, da nirgends die Kontrollen ausgefiihrt 
sind, die die Feststellung der GréBe der jodbindenden, fliichtigen, 
von Hefe bei Anwesenheit und Abwesenheit von Zucker ohne Hinzu- 
fiigen von acetessigsaurem Kalium gebildeten Substanz zum Ziele 
hatten. 

2. In allen Versuchen ist willkirlich von dem Volumen der Hefe 
abstrahiert worden, und samtliche Angaben tiber Konzentrationen 
sind, worauf wiederholt hingewiesen ist, unter Vernachlissigung des 
Hefevolumens gemacht worden. Der Grund fiir die Wahl dieser Ansitze 
war der Wunsch, auch im Kleinen unter Bedingungen zu arbeiten, 
die in der gleichen Weise im GroBen zu reproduzieren sind. Um ein 
Beispiel zu geben, so ist die Angabe: 5 ccm Acetessigsiure-Zuckerlésung 
werden mit 7ccem einer Lésung vermischt, die 2g Hefe und 5ccm 
Pufferlésung enthalt, eindeutig. Sie kann in beliebigem AusmaB ins 
GroBe tibertragen werden. Dagegen enthalt die Vorschrift : 5 cem Acet- 
essigsdure-Zuckerlésung werden mit 5 ccm einer Emulsion versetzt, die 
durch Vermischen von 2g Hefe und soviel Pufferlésung, daB das Volumen 
5cem betrigt, keine Aussage tiber die zum Anriihren der Hefe not- 
wendige Menge Pufferlésung. Sie ist demnach fiir praparative Zwecke 
liickenhaft. Hierzu kommt, da8B sie an die Beschaffung von MeBgefiBen 
Anforderungen stellt, die beim Arbeiten im GroBen nicht befriedigt 
werden kénnen. 

Der Zweck dieser Arbeit war, die fiir die praparative Bearbeitung 
des Acetessigsiureumsatzes durch Hefe giinstigsten Versuchsbedingungen 
zu ermitteln, um eine méglichst erschépfende Antwort auf die Frage 
— Was geschieht ? — zu finden. LEinen Teil dieser Aufgabe glaube 
ich durch die geschilderten Versuche erfiillt zu haben. 
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Quantitative Untersuchung iiber Acetessigsiureumsatz und 
B-Oxybuttersiurebildung durch Hefe. 
Von 
E. Friedmann. 
(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitit Basel.) 
(Eingegangen am 23. Oktober 1931.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Die Kenntnis der Reaktionsbedingungen des Acetessigsdure- 
umsatzes durch Hefe! erméglichte die Untersuchung der quantitativen 
Beziehungen zwischen Acetessigsiureumsatz und f-Oxybuttersiure- 
bildung im Stoffwechsel der Hefe. Hierzu muBte zunachst eine fiir die 
Bearbeitung der Garansaitze brauchbare quantitative Methode zur 


Bestimmung der $-Oxybuttersiiure ausgearbeitet werden. 


I. Methodik. 

1. Die Bestimmung der Acetessigsiure erfolgte nach Messinger- 
Huppert?. 

2. Die getrennte Bestimmung von Aceton neben Acetessigsiure 
wurde nach Folin? vorgenommen. 

3. Die Bestimmung der §-Oxybuttersiure wurde im wesentlichen 
nach der von N. O. Engfeldt* modifizierten Methode von P. A. Shaffer® 
ausgefiihrt. 

Die von mir vorgenommene Abinderung der Arbeitsweise nach 
Engfeldt bestand in der nochmaligen Oxydation des nach Einwirkung 
von Kaliumbichromat erhaltenen Destillats mit Natriumperoxyd® und 
anschlieBender Redestillation bei alkalischer Reaktion. Ohne diese 


1 KE. Friedmann, diese Zeitschr. 244, 42, 1932. 

2 J. Messinger, B. 21, 3366, 1888. 

> O. Folin, Journ. of biol. Chem. 8, 177, 1907; Carl Newberg. Der Harn, 
S. 318, 1911. 

4 N.O. Engfeldt, Beitr. z. Kenntnis d. Acetonkérper. Lund 1920. 

5 Ph. A. Shaffer, Journ. of biol. Chem. 5, 211, 1908; 27, 209, 1916. 

® Otto Folin, Laboratory Manual of Biological Chemistry, 8. 201, 1929. 
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Nachbehandlung mit Natriumperoxyd war die Methode von Engfeldt 
fur die Bestimmung der $-Oxybuttersaure in den Garansatzen nicht 
brauchbar!. 


Im einzelnen wurde wie folgt verfahren: 

A. Vorbehandlung. Das nach Schenck erhaltene Filtrat der Ansatze 
wurde mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert. | Nach Entfernen des 
Schwefelwasserstoffs durch Einleiten feuchter Luft wurden 20cem in 
einen MeBkolben von 100 cem oder bei Anwesenheit erheblicher Mengen 
von unvergorenem Zucker von 200cem Inhalt pipettiert, mit Wasser 
verdiinnt und durch Zusatz von Bleiessig und Ammoniak ausgefallt. Hierzu 
geniigten meistens 1'/, bis 2cem 20°,igen Ammoniaks und 10 bis 15 cem 
Bleiessig. Das Gemisch wurde auf 100 bzw. 200 cem aufgefiillt und nach 
Stehen iiber Nacht filtriert. DaB wasserklare, zuckerfreie Filtrat wurde 
verarbeitet. 

B. Oxydation mit Bichromat. Zweimal je 25cem oder zweimal je 
50 cem Filtrat wurden mit 250 ccm Wasser, 2,5 ccm verdiinnter Schwefel- 
saure (1:3) und etwas Talkum versetzt und zur Vertreibung fliichtiger, 
jodbindender Substanzen 10 Minuten im Sieden gehalten. Die erkaltete, 
auf das urspriingliche Volumen aufgefiillte Fliissigkeit wurde mit 50 ccm 
Bichromatschwefelsaéure (400cem 5°, ige Kaliumbichromatlésung, 400 cem 
Wasser und 200cem konzentrierte Schwefelséure) versetzt und 25 Minuten 
destilliert. Die Destillationsgeschwindigkeit betrug 5,4 bis 7 cem/Min. 

C. Nachbehandlung. Das Bichromatdestillat wurde mit 2 g Natrium- 
peroxyd versetzt und am RiickfluBkiihler in der iiblichen Apparatur gekocht. 
Die Kochdauer betrug 25 Minuten. Die ersten 20 Minuten wurde mit 
kleiner Flamme erhitzt, die letzten 5 Minuten mit groBer Flamme. (e- 
legentlich war es notwendig, 40 Minuten zu erhitzen, davon 35 Minuten 
mit groBer Flamme, 5 Minuten mit kleiner Flamme. Als Riickflu8kiihler 
wurde ein aufsteigender Kugelkiihler aus Jenaer Glas benutzt, dessen 
oberes Ende rechtwinklig umgebogen und mit einem ebenfalls rechtwinklig 
gebogenen, absteigenden RiickfluBkiihler verbunden war. Nach beendeter 
Einwirkung des Natriumperoxyds wurde die Kiihlung im aufsteigenden 
Kihler abgestellt und destilliert. Das Destillat wurde mit n/20 Jod- und 
Thiosulfatlésung titriert. Die Berechnung erfolgte nach Engfeldt. Es war 
unerlaBlich, die Gummistopfen vor ihrer Benutzung mit Natronlauge nach 
Folin? auszukochen. 


Die Methode gibt in den meisten Fallen Ubereinstimmung der 
Kontrollbestimmungen bis auf wenige Hundertstel Kubikzentimeter 
n/20 Lésung. Sie versagt jedoch gelegentlich, ohne daB es médglich 
war, in diesen Fallen den Grund fiir die mangelnde Ubereinstimmung 
der Kontrollbestimmungen zu ermitteln. 

Zur Kritik dieser Methode sei folgendes hervorgehoben: 

Nach der Methode von Engfeldt, auch in der von mir angewandten 
Modifikation, werden durch Oxydation mit Bichromatschwefelsaiure 


1 Vgl. J. Mondschein, diese Zeitschr. 42, 102, 1912; J. Snapper u. 
A. Griinbaum, ebendaselbst 175, 356, 1926. 
2 Otto Folin, Laboratory Manual of Biological Chemistry 8. 199, 1929. 
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simtliche nichtfliichtige Substanzen, die fliichtige Ketone liefern, 
als B-Oxybutterséure bestimmt. Ob diese Ketone tatsiachlich in ihrer 
Gesamtheit aus f-Oxybutterséure stammen, mub erst von Fall zu Fall 
festgestellt werden. Unter diesem Vorbehalt sind die durch Oxvdation 
erhaltenen Zahlen fiir f-Oxybuttersiure als Wiedergabe des B-Oxy- 
butterséuregehalts der Ansaétze anzusehen. 


Il. Untersuchung des Umsatzes der Acetessigsiiure nach 16stiindiger Ein- 
wirkung von Hefe auf acetessigsaures Kalium bei Anwesenheit von Zucker. 


Die Versuche wurden in der in der vorstehenden Arbeit beschriebenen 
Weise angesetzt. Die Hefemenge war 4: 10, die Zuckerkonzentration 20°). 
Die Temperatur betrug 22 bis 24°. 

Es wurden stets Kontrollversuche ohne Zusatz von acetessigsaurem 
Kalium angesetzt. In den wiedergegebenen Zahlen sind die Kontrollen 
beriicksichtigt. Dies gilt sowohl fiir die Acetessigsiure- wie fiir die $-Oxy 
buttersaurebestimmungen. 


Die Resultate dieser Versuche sind in der Tabelle I wiedergegeben. 


Tabelle I. 


Acetessigsaureumsatz durch garende Hefe nach 16 Stunden. Zucker 
konzentration 20°,. Hefe 4:10. py der Pufferlésung .: 





Durch Oxydation bestimmte 


Umgesetzte 
= 3-Oxybuttersiure in °/9 


Nr. Zugesetzte Acetessigsiiure 
des Acetessigsiure in %) der emerkungen 
Ver- zugesetzten der der 
suchs Acetessigsiiure zugesetzten umgesetzten 

mg Acetessigsiure Acetessigsdiure 


43,79 S86 57 66 22 

43,84 45 59 22 Toluol 
44.02 ( 63 ) 

44,55 61 68 

44.30 8 63 79 

44,09 78 44 a6 

40,95 : 62 SD 

56,54 Qj; 61 

42. 8S FE 7 7s 

42. 88 57 7 SD 
40.61 S S6 
40,61 74 
44.30 74 
43.60 

21.80 SD 
41,29 S4 

39,24 i &2 
44,21 78 : 94 


Tabelle I zeigt, daB nach 16 Stunden bei Anwesenheit von 20°, 
Zucker, Hefe (4: 10) Acetessigsiure zu 73 bis 95°, anzugreifen vermag. 
Von der umgesetzten Acetessigsiure kénnen nach der Oxydations- 
methode 56 bis 94°, als B-Oxybuttersiure bestimmt werden. 
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II. Untersuchung des Umsatzes der Acetessigsiure nach 16- und 48stiindiger 
Kinwirkung von Hefe auf acetessigsaures Kalium bei Abwesenheit von 
Zucker. 


Der Umsatz der Acetessigsiure und die hierbei stattfindende 
Bildung von f-Oxybuttersiure durch Hefe bei Abwesenheit von 
Zucker wurde fiir 16 und 48 Stunden bestimmt. In Tabelle II sind die 
nach l6stiindiger Einwirkung von Hefe auf acetessigsaures Kalium 
erhaltenen Zahlen zusammengestellt. 


Tabelle LI. 
Acetessigsiureumsatz und /-Oxybutterséurebildung durch Hefe nach 
16 Stunden in Abwesenheit von Zucker. Hefe 4: 10. pu der Puffer- 
lésung 





Durch Oxydation bestimmte 
f-Oxybuttersiure in °/9 


Umgesetzte 
Zugesetzte Acetessigsiure 
: Acetessigsaéure in °/y der ‘ i 
Ver- zugesetzten der der 
suchs Acetessigsiure zugesetzten umgesetzten 
mg Acetessigsiure Acetessigsiure 


Nr. 


i Bemerkungen 


465 43,84 21 32 229 1°, Toluol 
47 44,02 26 35 229 1% 
59 40,95 14 44 22° 
64 42,88 30 34 950 
66 40,61 35 19 24° 
8 43,60 21 19 23° 1 
val 27 33 2330 
43,60 24 9 37 24° 


Nach Tabelle Il vermag Hefe (4: 10) bei Abwesenheit von Zucker 
acetessigsaures Kalium zu 14 bis 35°, in 16 Stunden anzugreifen, 
gegen 73 bis 95°, bei Anwesenheit von Zucker (Tabelle I). Von der 
umgesetzten Acetessigsiure kénnen nach der Oxydationsmethode 
bei Abwesenheit von Zucker 19 bis 44°, als B-Oxybutterséiure gegen 
56 bis 94°% bei Anwesenheit von Zucker bestimmt werden. Diese 
Zahlen sind um so bemerkenswerter, als fast stets, wie aus den Versuchs- 
nummern hervorgeht, dieselbe Hefe vergleichsweise bei Anwesenheit 
und bei Abwesenheit von Zucker auf acetessigsaures Kalium zur Ein- 
wirkung gebracht worden ist. 

Wird die Einwirkung von Hefe auf acetessigsaures Kalium bei 
Abwesenheit von Zucker linger als 16 Stunden ausgedehnt, so nimmt 
der Umsatz der Acetessigsiure weiter zu. Die nach 48 Stunden er- 
haltenen Zahlen fiir den Acetessigsiureumsatz und die nach der 
Oxydationsmethode bestimmte $-Oxybuttersiure durch Hefe bei Ab- 
wesenheit von Zucker demonstriert Tabelle III. 

Nach 48 Stunden sind durch Hefe, wie aus Tabelle III hervorgeht, 
bei Abwesenheit von Zucker 52 bis 100° der zugesetzten Acetessigsaure 
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Tabelle 111. 


Acetessigsiureumsatz und f -Oxybutterséiurebildung durch Hetfe nach 


48 Stunden in Abwesenheit von Zucker. Hefe 4: 10. px der Pufferlésung — 2. 





Umgesetzte Durch Oxydation bestimmte 
Nr. ‘ i 


Zugesetzte Acetessigsiiure §-Oxybuttersiure in %/o Bemerkungen 
des Acetessigsiiure in 9, der “s 
hn of era zug a secomeemiiiy 
wig mg Aomneniguanee eskeesiagtinn’ Acetessigsiure 0( 1 Toluol 
51 44,09 50 22 24 
61 36,54 77 27 35 —- 
62 33,09 100 32 32 
64 42.88 62 19 30 23 
66 40.61 54 19 36 24 
67 44,30 55 21 38 24 
68 43,60 54 17 32 23 
43.60 64 12 19 23 
71 43,60 52 19 37 24 


umgesetzt worden. Ein Vergleich der Tabelle I und III zeigt, daB der 
Umsatz der Acetessigsiure durch Hefe bei Abwesenheit von Zucker 
nach 48 Stunden dem nach 16 Stunden erhaltenen Umsatz bei Gegenwart 
von Zucker recht nahekommt. Dagegen bleibt die Bildung von f-Oxy- 
buttersiure, in Prozenten der umgesetzten Acetessigsiure ausgedriickt, 
nach 48 Stunden bei Abwesenheit von Zucker fast auf der gleichen 
Héhe wie nach 16 Stunden (19 bis 38°, nach 48 Stunden, 19 bis 44°, 
nach 16 Stunden). Dies deutet darauf hin, daB Hefe bei Abwesenheit 
von Zucker Acetessigsiure zu einem, wie es scheint, ziemlich konstanten 
Anteil in £-Oxybuttersiure itiberfiihrt, in der Hauptsache jedoch in 
unbekannter Weise angreift. Bei Anwesenheit von Zucker dagegen 
bildet Hefe aus Acetessigsiiure zum gréB8ten Teil durch Oxydation 
bestimmbare f-Oxybuttersiure (Tabelle I). 

Beriicksichtigt man weiter, daB die aus den Géarungsansatzen 
bei Anwesenheit von Zucker isolierte fB-Oxybuttersiure zum gréBten 
Teil d-(+-)-f-Oxybutterséure neben wenig d, |-6-Oxybuttersaure ist, 
wahrend der durch Einwirkung von Hefe auf Acetessigsiure bei Ab- 
wesenheit von Zucker erhaltenen d-(+-)-8-Oxybuttersiure erhebliche 
Mengen von d, 1-8-Oxybuttersiure beigemengt sind’, so wird man 
nicht annehmen kénnen, daB die Prozesse, durch die Hefe Acetessigsaure 
bei Gegenwart von Zucker angreift, die gleichen sind, wie die Vorgange, 
die in dem Umsatz der Acetessigsiure durch Hefe bei Abwesenheit 
von Zucker zum Ausdruck kommen. 

Das Ergebnis dieser Versuche wird durch die Analyse des zeitlichen 
Verlaufs des Acetessigsiureumsatzes und der £-Oxybuttersdéurebildung 
bei Anwesenheit und bei Abwesenheit von Zucker bestatigt. 


1 E. Friedmann, diese Zeitschr. 248, 125, 1931. 
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IV. Zeitlicher Verlauf des Acetessigsiiureumsatzes und der {/-Oxybuttersiiure - 
bildung durch Hefe bei Anwesenheit von Zucker. 


Der zeitliche Verlauf des Acetessigsiureumsatzes und der B-Oxy- 
buttersdurebildung durch Hefe bei Anwesenheit von Zucker wurde im 
Versuch 63 untersucht. 


Bereitung der Stammlésungen. 


Die Lésung von acetessigsaurem Kalium enthielt 0,4288° 
siure (Acetessigsiurelésung). 


o Acetessig- 

Lésung A. 10ccem Acetessigsiurelésung wurden mit 20 ¢ Zucker im 
MeBkolben zu 50 ccm geldst. 

Lésung B. 20g Zucker wurden im MeBkolben zu 50 cem gelést. 

Die Hefepuffermischung wurde durch Verreiben von 48 g Backereihefe 
mit 60cem Puffer vom px = 2 bereitet. 


Ansatz des Versuchs. 

Reihe 1. 5cem von Lésung A wurden mit 9 ccm Hefepuffermischung 
versetzt. 

Reihe 2. 5cem von Lésung B wurden mit 9 cem Hefepuffermischung 
versetzt. 

In jeder Reihe wurden fiinf gleiche Versuche angesetzt, die nach 2, 4, 
8, 16 und 32 Stunden untersucht wurden. 

Die Temperatur betrug 24°. 


Tabelle IV enthalt die Resultate dieses Versuchs. 

















100 Tabelle IV. 
4 30 | | | Zeitlicher Verlauf des Acetessigsiureumsatzes und 
| ——--7--7 der f-Oxybuttersiurebildung durch Hefe. Zu- 
ae 60 gesetzte Acetessigséure: 42,88 mg. Zucker 20°,. 
Ss Temp. 24°. px der Pufferlésung = 2. 
$ - _— ; : 
e ¥ Umgesetzte Acetessigsiure und gebildete $-Oxy- 
S buttersiure in Prozenten der zugesetzten Acet- 
ad essigsaure. 
O2¢ 8 16 B/4 Zeit Umgesetzte Gebildete 
Standen —> Std. Acetessigsiure 8-Oxybuttersiure 
Abb. 1. 
Hefe 4: 10. 2 34 30 
Acetessigsaure 4 48 48 
0,4288 9/, 3 
Zucker 20 %/y. 8 71 70 
Temp. 249. 16 95 74 
—— Acetessigsiure. i} < + 
— p-Oxybuttersiiure. 32 95 16 


Die Resultate der Tabelle TV sind in der Abb. 1 graphisch dar- 
gestellt. 
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Das in dem Versuch 63 gewonnene Bild des Acetessigséureumsatzes 
und der $-Oxybuttersaurebildung wurde durch die im Versuch 69 aus- 
gefiihrte Untersuchung des Acetessigsiureumsatzes und der f-Oxy- 


butterséurebildung fiir zwei verschiedene Anfangskonzentrationen 
der Acetessigsdure erginzt. 


Bereitung der Stammldésungen. 


Die Lésung von acetessigsaurem Kalium enthielt 0,4360°, Acetessig- 
saure (Acetessigséiurelésung). 


Lésung A. 10cem Acetessigsiurelésung wurden mit 20g Zucker im 
MeBkolben zu 50 cem gelést. 


Lésung B. 5ccem Acetessigséiurelé6sung wurden mit 20g Zucker im 
MeBkolben zu 50 ccm gelést. 


Lésung C. 20g Zucker wurden im MeBkolben zu 50 cem geldést. 


Die Hefepuffermischung wurde durch Verreiben von 80g Hefe mit 
100 cem Puffer vom pH = 2 bereitet. 


Ansatz des Versuchs. 
Reihe 1. 5cem von Lésung A wurden mit 9 cem Hefepuffermischung 
versetzt. 


Reihe 2. 5cem von Lésung B wurden mit 9 cem Hefepuffermischung 
versetzt. 

Reihe 3. 5ccem von Lésung C wurden mit 9 cem Hefepuffermischung 
versetzt. 

In jeder Reihe wurden fiinf gleiche Versuche angesetzt, die nach 2, 4, 
8. 16 und 32 Stunden untersucht wurden. Die Temperatur betrug 24°. 


Die Tabelle V enthalt die gewonnenen Resultate. 


Tabelle V. 

Zeitlicher Verlauf des Acetessigsiiureumsatzes und der /-Oxybuttersiure- 
bildung durch Hefe. Zucker 20%. Hefe 4:10. Temp. 24°. pu der 
Pufferlésung = 2. 

Umgesetzte Acetessigsiure und gebildete $S-Oxybuttersiure in Prozenten 
der zugesetzten Acetessigsaure. 





Zugesetzte Acetessigsiiure: 43,68 mg Zugesetzte Acetessigsiure 21,80 mg 


Umgesetzte Gebildete Umgesetzte Gebildete 
Acetessigsaéure 3-Oxybuttersiure Acetessigsiure }-Oxybuttersaéure 


41 30 
60 5D 
78 81 
94 R4 
97 83 








E. Friedmann : 


Die graphische Darstellung der in der Tabelle V wiedergegebenen 
Resultate ist in den Abb. 2 und 3 ausgefiihrt. 
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Abb. 2. Acetessigsiiure 0.4368 °/». Abb. 3. Acetessigsiiure 0,2180 9 », 
Hefe 4:10. Zucker 20 °/,. Temp. 24°. 


—— Acetessigs&ure. —— §-Oxybuttersiiure. 


Die drei Versuche, in denen der zeitliche Verlauf des Acetessig- 
siureumsatzes und der f-Oxybutterséurebildung bei Anwesenheit 
von Zucker verfolgt wurde, zeigen tibereinstimmend, daB girende 
Hefe Acetessigsiure zum gréBten Teil innerhalb 8 Stunden umsetzt. 
Wahrend dieser Zeit entspricht die Menge der umgesetzten Acetessig- 
siiure annahernd der gebildeten $-Oxybuttersiure. Nach 8 Stunden 
findet nur eine geringe Zunahme des Acetessigséureumsatzes statt, 
wahrend die Bildung von B-Oxybuttersdéure nach 8 Stunden beendet ist. 

Das iiberraschende Ergebnis dieser Versuche, daB der Umsatz 
der Acetessigsiure sich innerhalb der ersten 8 Stunden mit der durch 
Oxydation ermittelten B-Oxybuttersiure deckt, zeigt, daB der mit der 
Garung gekoppelte Umsatz der Acetessigsiure nur wahrend der ersten 
8 Stunden das Reaktionsbild beherrscht. Der nach dieser Zeit auf- 
tretende Umsatz der Acetessigsiure liefert keine neuen Mengen f-Oxy- 
buttersiure. Es handelt sich also um zwei scharf voneinander zu 
trennende Prozesse: Der erste ist mit der Gairung gekoppelt und liefert 
dem Acetessigséureumsatz entsprechend, durch Oxydation bestimmbare 
f-Oxybuttersiure. Dieser ProzeB spielt sich wahrend der ersten 
8 Stunden ab. Der zweite ist von der Garung unabhangig und liefert 
keine f-Oxybuttersiure. Uber die Natur des zweiten Prozesses kann 
zurzeit keine Aussage gemacht werden. 


V. Zeitlicher Verlauf des Acetessigsiureumsatzes und der £-Oxybuttersiure- 
bildung durch Hefe bei Abwesenheit von Zucker. 


Uber den zeitlichen Verlauf des Acetessigsiureumsatzes und der 
f-Oxybuttersiurebildung durch Hefe bei Abwesenheit von Zucker 
gibt Versuch 51 und 68 Auskunft. 
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Im Versuch 51 wurde dieselbe Hefe vergleichsweise bei Anwesenheit 
von 20%, Zucker und bei Abwesenheit von Zucker mit acetessigsaurem 
Kalium angesetzt. Der Umsatz wurde in beiden Fallen nach 16, 24, 
32 und 48 Stunden bestimmt. 

Es wurden vier RKeihen zu je vier Versuchen angesetzt. 

In der ersten Reihe wurden je 5ccem Acetessigséiure-zuckerlésung 
(44,09 mg Acetessigsiure, 2 g Zucker) mit 9cem Hefe-pufferlésung (5 cem 
Puffervom pu = 2 und 4g Hefe), in der zweiten Reihe je 5cem Acetessigsaure 
lésung (44,09 mg Acetessigsiure, kein Zucker) mit 9ccem Hefe-puffer- 
mischung wie in Reihe | versetzt. Reihen 3 und 4 waren die ohne Zusatz 
von Acetessigsiure angesetzten Kontrollen. 

Die Temperatur betrug 24°. 


Das Resultat von Versuch 51 ist in der Tabelle V1 wiedergegeben. 


Tabelle VI. 
Zeitlicher Verlauf des Acetessigsaureumsatzes und der f-Oxybuttersaure- 
bildung durch Hefe bei Anwesenheit von 20°, Zucker und bei Abwesenheit 
von Zucker. 44,09 mg Acetessigsiure. Hefe 4:10. 24° px der Puffer- 
lésung = 2. 
Umgesetzte Acetessigsiure und gebildete $-Oxybutterséiure in Prozenten 
der zugesetzten Acetessigsaure. 





20° 9 Zucker Kein Zucker 
Zeit ——_—— | —— — - 
Umgesetzte Gebildete Umgesetzte Gebildete 
Std. Acetessigsiure 8-Oxybuttersiure Acetessigsiure 3-Oxybuttersiure 


16 78 44 21 

24 79 43 34 10 
32 78 45 41 14 
48 82 46 bd 23 


Das Ergebnis von Versuch 51 wird in den Abb. 4 und 5 veran- 
schaulicht. 
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Abb. 4. Abb. 5 








Hefe 4. 10. Hefe 4: 10. 
Acetessigsiure 0,4409 °/,. Acetessigsiure 0,4409° 5. Kein 
Zucker 20 °/5. Temp. 24°. Zucker. Temp. 24°. 
Acetessigsiure -- 3-Oxybuttersiure 
Biochemische Zeitschrift Band 244. 
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Versuch 68 zeigt den zeitlichen Verlauf des Acetessigsaureumsatzes 
und der #$-Oxybuttersaurebildung fiir zwei verschiedene Anfangs- 
konzentrationen der Acetessigsiure. Die benutzte Hefe war glykogen- 


arm gemacht worden. 


Ansatz des Versuchs. 


Léosung I. 10cem einer Lésung von acetessigsaurem Kalium wurden 
im MeBkolben zu 50 cem gelést. 5cem von Lésung I enthielten 43,60 mg 
Acetessigséure. 

Lésung II. Scem derselben Lésung von acetessigsaurem Kalium 
wurden im MeBkolben zu 50 cem gelést. 5eccm von Lésung IT enthielten 
21,80 mg Acetessigsaure. 

Die Hefe-puffermischung wurde durch Verreiben von 200g Hefe mit 
250 cem Pufferlésung vom px = 2 unter Zusatz von 4,5ccm Toluol be- 
reitet. Die Hefe-puffermischung war, um die Hefe méglichst glykogenarm 
zu machen, vor dem Versuch 48 Stunden bei Zimmertemperatur sich 
selbst tiberlassen worden. 

Es wurden drei Reihen von je fiinf Versuchen angesetzt. 

In Reihe 1 wurden je 5cem von Lésung I, in Reihe 2 je 5cem von 
Lésung II, in Reihe 3 je 5cem Wasser mit 9ccm Hefe-puffermischung 
vermischt. 

Die Temperatur betrug 24°. 

Die einzelnen Proben wurden nach 8, 16, 24, 32 und 48 Stunden mit 
50 cem Schenckscher Lésung enteiweiBt. 


In Tabelle VII sind die Resultate von Versuch 63 zusammengestellt. 


Tabelle VII. 


Zeitlicher Verlauf des Acetessigsiureumsatzes und der /-Oxybuttersaure- 
bildung durch Hefe bei Abwesenheit von Zucker. Hungerhefe 4: 10. 24°. 
pu der Pufferlésung $. 

Umgesetzte Acetessigsiiure und gebildete /-Oxybuttersiure in Prozenten 
der zugesetzten Acetessigsaure. 











Zugesetzte Acetessigsiiure 43,60 mg Zugesetzte Acetessigsiure 21,80 mg 
Zeit $$ $$$ —_—_— _ —__— —— 
Umgesetzte Gebildete Umgesetzte Gebildete 
Std. Acetessigsiiure f-Oxybuttersiure Acetessigsaure p-Oxybuttersiiure 

8 19 4 14 2 
16 21 4 27 9 
24 31 5 39 7 
32 43 7 54 ~- 


48 54 17 64 12 


rnd 
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Die Abb. 6 und 7 sind die graphische Wiedergabe von Tabelle VII. 
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Abb. 6. Abb. 7. 
Hefe 4: 10. Hefe 4:10 
Acetessigsiure 0,4360 °/5. Kein Acetcssigsiure 0.2180 © 9 
Zucker. Temp. 24°. Zucker. ‘Temp. 24°. 


—— Acetessigsiiure. 3-Oxybuttersiure. 


Die quantitative Untersuchung des Acetessigsaureumsatzes und 
der f-Oxybutterséurebildung duich Hefe bei Abwesenheit und bei 
Anwesenheit von Zucxer hat e:geben, daB der chemische Prozefs des 
Acetessigsaureumsatzes dureli girende Hefe vdéllig verschieden ist 


von den Vorgangen, die sich in Abwesenheit von Zucker beim Umsatz 
der Acetessigsiure durch Hefe abspielen. Garende Hefe hat nach 
8 Stunden die Umweandlung der Acetessigsiure in B-Oxybuttersiure 
beendet (ProzeB I), wihrend Hefe bei Abwesenheit von Zucker innerhalb 
dieser Zeit Acetessigsiiure wohl anzugreifen, aber kaum # Oxybutter- 
siure zu bilden vermag. Neben dem unter dem Einfluf der Girung 
rasch verlaufenden Vorgang der Umwandlung der Acetessigsiure 
in B-Oxybuttersiure kann Hefe in einem zweiten, sich erheblich lang- 
samer abspielenden Vorgang <Acetessigsiéure in ihren Stoffwechsel 
einbeziehen und sie derart verandern, daB sie zum kicinen Teil in f-Oxy- 
buttersaure tibergeht, zum gr6éBeren Teil jedoch in unbekannter Art 
umgewandelt wird (ProzeB IT). 

DaB es sich hierbei tatsachlich um einen 7weiten, von dem ersten 
verschiedenen ProzeB handelt und nicht um eine etwaige Zerstérung 
intermediar gebildeter 8-Oxybuttersdure geht eindeutig aus Versuch 51 
(Abb. 4) hervor, der zeigt, daBeinmal gebildete B-Oxybuttersaure von Hefe 
nicht weiter verindert werden kann. Dicscr zweite, unbekannte ProzeB 
tritt nicht blo®B in Erscheinung, wenn man Hefe bei Abwesenheit von 
Zucker auf Acetessigsiure zur Einwirkung bringt. Er ist auch deutlich 
in den Versuchen zu erkennen, die bei Anwesenheit von Zucker ausgefiihrt 
sind, da nach achtstiindiger Einwirkung von garender Hefe auf Acet- 
essigsiure der Umsatz der Acetessigsiure noch weiter zunimmt, wahrend 
die Bildung von f-Oxybuttersiure zum Stillstand gekommen ist. 
Es handelt sich demnach um zwei sich superponierende Vorgiange. 


x 


2 
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Wie die mitgeteilten Versuche zeigen, sind diese beiden Prozesse 
scharf voneinander zu trennen und gesondert zu untersuchen. Die 
Vorgange, die sich bei der Einwirkung garender Hefe auf Acetessigsdure 
wahrend der ersten 8 Stunden abspielen, sind frei von dem langsam 
verlaufenden ProzeB Il, und das nach 48stiindiger Einwirkung von 
Hungerhefe auf Acetessigsiure bei Abwesenheit von Zucker eingestellte 
Gleichgewicht zeigt so iiberwiegend den EinfluB des zweiten Prozesses, 
daB auch dieser der chemischen Untersuchung zuganglich erscheint. 


Der Ausgangspunkt dieser Versuche war das Bestreben, den mit 
der Girung gekoppelten Umsatz der Acetessigsiure durch Hefe auf- 
zuklaren. Die zeitliche Umgrenzung dieses Vorgangs auf die ersten 
8 Stunden der Garung ermdéglicht es jetzt, diesen ProzeB frei von Neben- 
reaktionen zu verfolgen. 











Acetessigsiureumsatz und £-Oxybuttersiurebildung 
durch girende Hefe. 


Untersuchung der durch Oxydation bestimmten s-Oxybuttersaure. 


Von 


E. Friedmann. 
(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 23. Oktober 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Untersuchung der quantitativen Beziehungen, die zwischen 
dem Umsatz der Acetessigsaure und der Bildung von f-Oxybuttersaure 
durch Hefe bestehen!, hat ergeben, daB Hefe bei Anwesenheit von 
Zucker innerhalb der ersten 8 Stunden der Einwirkung auf Acetessig- 
siure ebensoviel Acetessigsiure umsetzt als f-Oxybuttersiure bildet. 
Dieses Resultat war unter einem ausdriicklichen, bei der Beschreibung 
der benutzten Methode hervorgehobenen Vorbehalt gewonnen worden. 
Es war darauf hingewiesen worden, daB saimtliche nichtfliichtigen 
Substanzen, die bei der Behandlung mit Bichromat-Schwefelsiure 
fliichtige Ketone liefern, nach der benutzten Oxydationsmethode als 
f-Oxybuttersiure bestimmt werden. In dem vorliegenden Falle war 
daher zu untersuchen, ob die durch Einwirkung garender Hefe auf 
Acetessigsaure erhaltene, nach der Oxydationsmethode als 6-Oxybutter- 
siure bestimmte Substanz in ihrer Gesamtheit B-Oxybuttersiure war. 

Die Beantwortung der aufgeworfenen Frage wurde wesentlich 
durch zwei von mir in einer friiheren Arbeit? mitgeteilte Feststellungen 
erleichtert. Die erste bestand in dem Nachweis, daB die bei der Ein- 
wirkung von garender Hefe auf Acetessigsiure isolierte S-Oxybutter- 
sdure fast reine d-(+-)-8-Oxybuttersiure war. Die zweite war die Beob- 
achtung, daB die durch Bestimmung der Drehung in ihrer Menge er- 
mittelte d-(+-)-8-Oxybuttersaure auch tatsachlich annihernd quantitativ 


' KB. Friedmann, diese Zeitschr. 244, 57, 1932. 
2 Derselbe, ebendaselbst 248, 125, 1931. 
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zu isolieren war. Es war daher zunachst zu prifen, ob die durch Oxy- 

. . . . ° > . 
dation und Polarisation bestimmten Mengen p-Oxybuttersiure Uberein- 
stimmung zeigten. 

I. 

Der Vergleich der durch Oxydation und Polarisation bestimmbaren 
Menge #-Oxybuttersaure in den Garansitzen wurde anfanglich in 
folgender Weise ausgefihrt: 

Die quantitative Bestimmung der /-Oxybuttersaure wurde durch 
Oxydation in dem nach Schenck erhaltenen Filtrat von 5cem Acetessig 
siure-Zuckerlésung + 9cem Hefepuffermischung und dem entsprechenden 
Filtrat des dazugehérenden Kontrollansatzes in beschriebener Weise aus- 
gefithrt. 

Zur Bestimmung der /-Oxybuttersiure durch Polarisation! diente 
das Zentrifugat von 70Qcem Garansatz (250cem Acetessigsiure-Zucker- 
lésung + 450 ccm Hefepuffermischung), dessen Bereitung und Verarbeitung 
in einer friiheren Mitteilung geschildert worden ist. 

Die erhaltenen Vergleichszahlen sind in der Tabelle I wieder- 
gegeben. 

Tabelle 1. 


Acetessigsiureumsatz und /-Oxybutterséurebildung durch géirende Hefe. 
Bestimmung der /-Oxybuttersiure durch Oxydation und Polarisation. 
Hefe 4:10. Zucker 20°,. 16 Stunden. 





Umgesetzte 8-Oxybutterséure in °), 
gesetz 


Nr. des — der zugesetzten Acetessigsiure der umgesetzten Acetessigsiure 
Versuchs zugesetzten : : : 
Acetessigsiure Bestimmung Bestimmung Bestimmung Bestimmung 
d, Oxydation  d. Polarisation | d. Oxydation | d. Polarisation 
44 86 57 30 66 34 
46 77 45 33 59 43 
47 94 60 43 63 46 
49 90 61 42 68 47 
5) 80 63 50 77 63 
61 3 56 47 61 D1 


Tabelle 1 zeigt, daB die durch Oxydation bestimmte Menge 
f-Oxybutterséure nicht mit der durch Polarisation ermittelten Menge 
f-Oxybuttersaure iibereinstimmt. Die durch Oxydation erhaltenen 
Werte sind erheblich héher als die durch Polarisation gefundenen. 

Gegen diese Versuche kann folgender Einwand erhoben werden: 
Fiir die Bestimmung der f-Oxybuttersiure durch Oxydation ist ein 
nach Schenck hergestelltes Filtrat benutzt worden. Durch zahlreiche 
friihere Untersuchungen ist festgestellt worden, daB bei der Entei- 
weiBung nach Schenck keine wesentlichen Mengen f-Oxybutterséure 
der Bestimmung durch Adsorption an den Niederschlag entzogen 


1 4. Magnus-Levy, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 45, 389, 1901; 
Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilkde. 1, 352, 1908. 
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werden. Dagegen ist die Ermittlung der $-Oxybuttersiure durch 
Polarisation ‘m Zentrifugat des unverinderten Gesamtansatzes ans- 
gefiihrt worden. Dieser enthielt Hefe im Verhaltnis 4:10. Die groBe 
Hefemenge konnte £-Oxybuttersaéure zurtickhalten und einen Verlust 
an f-Oxybuttersiure im Zentrifugat verursachen. Es muften daher, 
um einwandfreie Vergleichswerte zu erhalten, die zur Polarisation 
dienenden Ansaétze in der gleichen Weise nach Schenck enteiweibt 
werden wie die Proben, in denen der f-Oxybuttersiuregehalt durch 


Oxydation ermittelt wurde. 


Die Bestimmungen, in denen die nach Schenck hergestellten Viltrate 
der Garansitze in ihrem Gehalt an f-Oxybuttersiure durch Vergleich 
der durch Oxydation und durch Polarisation ermittelten Werte unter- 
sucht wurden, sind im Versuch 75 und 77 ausgefiihrt worden. 


Versuch 75. 
Bereitung der Stammlésungen. 

Lésung 1. 5cem einer Lésung von acetessigsaurem Kalium wurden 
mit 10 g Zucker im MeBkolben zu 25 cem gelést. 5 cem Lésung I enthielten 
39,14 mg Acetessigsaiure. 

Lésung IT. 10g Zucker wurden im Mefkolben zu 25 ccm celést. 

Lésung IIT. 100cem der zur Herstellung von Lésung I benutzten 
Lésung von acetessigsaurem Kalium wurden mit 200g Zucker im Meb- 
kolben zu 500 cem gelést. 250 cem Lésung IIT enthielten 1,962 ¢ Acet- 
essigsaure. 

Die Hefepuffermischung wurde durch Verreiben von Béackereihefe 
und Pufferlésung vom py = 2 nach Clark und Lubs im Verhaltnis 8: 10 
bereitet. 

Ansatz des Versuchs. 

Zweimal je 5cem Lésung I wurden mit 9% cem Hefepuffermischung 
versetzt (Probe 1 und 2). 

Zweimal je 5cem Lésung I] wurden mit ccm Hefepuffermischung 
versetzt (Probe ila und 2a). 

Zweimal je 250 cem Lésung ITI wurden mit 450 cem Hefepuffermischung 
versetzt (Probe 3 und 4). 

Die Dauer des Versuchs betrug 16 Stunden. Die Temperatur war 24°, 


Aufarbeitung des Versuchs. 


Nach 16 Stunden wurden die Proben 1, 2 und la, 2a mit je 50 cen 


Schenckscher Loésung enteiweiBt. In den erhaltenen Filtraten wurde die 


umgesetzte Acetessigsiure nach Messinger-Huppert, die gebildete /-Oxy- 
butterséure nach Engfeld und anschlieBender Nachbehandlung mit Natrium- 
peroxyd bestimmt. 

Probe 3 wurde auszentrifugiert. 408 cem Zentrifugat dienten zur 
Bestimmung der d-(+- )-8-Oxybutterséure durch Polarisation 
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Probe 4 wurde mit 2500 cem Schenckscher Lésung enteiweibt. Von 
dem entquecksilberten und in bekannter Weise vom Schwefelwasserstoff 
befreiten Filtrat wurden 2810 cem verarbeitet. 

Das Filtrat wurde bei neutraler Reaktion eingedampft und nach dem 
Ansiéuern mit Phosphorséure (1 Tl. Phosphorsiure vom spezifischen Ge- 
wicht 1,7 und 2 Tle. Wasser) mit Ather ersch6pfend extrahiert. Die erste 
Extraktion dauerte 16 Stunden, die zweite Extraktion 24 Stunden, die 
dritte Extraktion 24 Stunden. Nach dieser Zeit war die Extraktion rechts- 
drehender Séure beendet. 

Die nachstehende Tabelle I] gibt die im Versuch 75 erhaltenen 
Resultate. 

Tabelle If. 
Acetessigsitureumsatz und /-Oxybuttersdurebildung durch girende Hefe. 


Bestimmung der f-Oxybuttersiure durch Oxydation und Polarisation. 
Hefe 4:10. Zucker 20°%. 16 Stunden. 





Umgesetzte Gebildete 3-Oxybuftersdure 
Acetessigsiure _ qateipchdipemeinifepatientaindapiciciin 
in %o in °/) der in %9 der Bestimmungsmethode der 3-Oxybutterséure 
der zugesetzten zugesetzten umgesetzten 
Acetessigsiure Acetessigsiure Acetessigsiure 


99 82 durch Oxydation des Schenk-Filtrats 
57 durch Polarisation des Schenk-Filtrats 
30 durch Polarisation des Zentrifugats 


won 
“Ibo or 


Aus Versuch 75 geht hervor, daB die Verarbeitung des Schenck- 
Filtrats an Stelle des Zentrifugats die Ausbeute an durch Polarisation 
bestimmbarer f-Oxybuttersiure erheblich erhéht. Aber auch jetzt 
besteht ein unaufgeklartes Defizit zwischen dem durch Oxydation 
bestimmten Gehalt der Garansitze an f-Oxybuttersiure und dem 
durch Polarisation gefundenen Wert. 

Zur weiteren Erforschung dieser Differenz wurde der Acetessig- 
siureumsatz und die $-Oxybutterséurebildung durch garende Hefe 
nach 8, 16 und 32 Stunden untersucht und in jedem Falle die f-Oxy- 
butterséure in den nach Schenck gewonnenen Filtraten durch Polarisation 
und Oxydation bestimmt. 


Versuch 77. 


Versuch 77 wurde in folgender Weise angesetzt und verarbeitet. 


Lésungen I und [1 entsprachen Lésungen I und II des Versuchs 75. 
0,5cem Lésung I enthielten 44,21 mg Acetessigsaure. 

Lésung ITI wurde aus 200cem einer Lésung von acetessigsaurem 
Kalium und 400g Zucker, die zu | Liter im Me8kolben gelést wurden. 
bereitet. 250 cem Lésung III enthielten 2,2205 g Acetessigsaure. 

Die Hefepuffermischung wurde in derselben Weise wie im Versuch 75 
hergestellt. 

Dreimal je 5cem Lésung I wurden mit 9ccem Hefepuffermischung 
versetzt (Probe 1, 2 und 38). 





Untersuchung der durch Oxydation bestimmten f-Oxybuttersaure. 73 


Dreimal je 5cem Lésung II wurden mit 9cem Hefepuffermischung 
versetzt (Probe la, 2a und 8a). 

Dreimal je 250 cem Lésung IT1 wurden mit 450 cem Hefeputfermischung 
versetzt (Probe 4, 5 und 6). 

Proben |, la, 4 wurden nach 8 Stunden, Proben 2, 2a, 5 wurden nach 
16 Stunden, Proben 3, 3a, 6 wurden nach 32 Stunden untersucht. 

In den Proben 1, 2, 3 und la, 2a, 3a wurde der Acetessigsdiureumsatz 
bestimmt und der Gehalt an /-Oxybutterséure nach der Oxydationsmethode 
ermittelt. 

Die Proben 4, 5 und 6 wurden je 2500 cem mit Schenckscher Lésung 
enteiweiBt. Das Filtrat wurde entquecksilbert und durch Einleiten feuchter 
Luft vom Schwefelwasserstoff befreit. Die Volumina der so erhaltenen 
Filtrate von Proben 4, 5 und 6 betrugen 2900, 2930 und 2910 cem. 

Die Filtrate wurden neutralisiert, eingedampft, mit  verdiinnter 
Phosphorséure (1 Tl. Phosphorsiure vom spezifischen Gewicht 1,7 und 
2 Tle. Wasser) angesiuert und im Apparat von Kutscher-Steudel zweimal 
24 Stunden mit Ather extrahiert. Nach dieser Zeit ging keine rechts- 
drehende Substanz in den Ather iiber. 


Tabelle ITI enthalt das Resultat von Versuch 77. 


Tabelle III. 
Zeitlicher Verlauf des Acetessigsiureumsatzes und der /}-Oxyvbutterséure- 
bildung durch giérende Hefe. Acetessigsiiure 0.4421°,. Hefe 4: 10. Zucker 
20°,. Temperatur 24°. 





Gebildete §-Oxybuttersaure 
|| Umgesetzte 
Acetessigsiure bestimmt durch Oxydation bestimmt durch Polarisation 
in %J9 der 
zugesetzten in °/9 der in %Jo der in °/9 der in dei 
| Acetessigsaiure zugesetzten umgesetzten zugesetzten umgesetzten 
| Acetessigsiiure Acetessigsiure Acetessigsiiure Acetessigsiure 


0 


8 78 74 96 47 61 
16 78 73 94 49 62 
32 97 72 74 48 5) 


Abb. 1 ist die graphische Wiedergabe von Versuch 77. 





ir .J Abb. 1 
Acetessigsiiure 
| 3-Oxybuttersiure durch 
—------—-—-4 dation bestimmt 
| — d-(4+)-3-Oxybuttersiure 
| Polarisation bestimmt 


| Hefe 4:10 Acetessigséure ,4421 


Zucker 20°. Temp. 24° 
& £ J2 
Stunden —> 





lal 


Versuch 77 zeigt erneut, dab zwischen der durch Oxydation und 
der durch Polarisation bestimmten f-Oxybuttersaure eine erhebliche 
Differenz besteht. Sie entspricht fiir eine 8-, 16- und 32stiindige Ein- 
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wirkung garender Hefe auf Acetessigsiure 27, 24 und 24% der zu- 
gesetzten Acetessigsaure oder anders ausgedriickt, durch Polarisatio: 
werden nur zwei Drittel der durch Oxydation bestimmten f£-Oxybutter- 
siure als d-(+)-f-Oxybuttersiure nachgewiesen. 

Schaltet man fiir die Diskussion der erhaltenen Resultate die durch 
Oxydation ermittelten Werte des f-Oxybutterséiuregehalts der Gir- 
ansitze zunachst aus und vergleicht den Acetessigsiureumsatz, wie 
er nach der einwandfreien Methode von Messinger-Huppert durch 
Vergleich des Acetessigsauregehalts der Versuchsproben und der 
Kontrollproben bestimmt worden ist, mit den ebenfalls keine unbekannte 
GréBe enthaltenden, durch Polarisation ermittelten Werten fiir den 
d-(+-)-B-Oxybuttersiuregehalt der Garansitze, so zeigt die Tabelle I, 
daB nach 16 Stunden garende Hefe 43 bis 63°, der umgesetzten Acet- 
essigsiure in d-(+)-f-Oxybuttersiure umgewandelt hat. 

Tabelle LI] ergibt, daB der nach 8 Stunden erhaltene Wert fiir 
die durch garende Hefe aus Acetessigsiure gebildete d-(+ )-B-Oxybutter- 
siure bei weiterer Einwirkungsdauer nicht mehr erhéht wird, und 
daB die Zunahme des Acetessigsiureumsatzes bei langerer Einwirkung 
garender Hefe nicht von einer korrespondierenden Bildung von d-(-+-)-- 
Oxybuttersiure begleitet ist. 

Die in der vorigen Arbeit gewonnene Erkenntnis, dab zwei von- 
einander unabhiangige Prozesse den Umsatz der Acetessigsaure durch 
Hefe bestimmen, der rasch verlaufende, mit der Garung gekoppelte 
ProzeB I, bei dem der Acetessigsiureumsatz und die durch Oxydation 
bestimmbare f-Oxybuttersaure einander entsprechen, und der langsame, 
von der Garung unabhangige ProzeB Il, bei dem keine nennenswerten 
Mengen /-Oxybuttersiure gebildet werden, findet eine pragnante 
Erginzung durch die in der Tabelle III wiedergegebenen Resultate. 
Ihre Formulierung lautet: Gairende Hefe hat nach 8 Stunden in einem 
mit der Girung gekoppelten ProzeB 47°, der zugesetzten und 61°, 
der umgesetzten Acetessigsadure in d- (+ )-8-Oxybuttersaure umgewandelt 
In einem zweiten, bei langerer Einwirkung von Hefe auf Acetessigsiure 
in Erscheinung tretenden ProzeB findet eine weitere Erhéhung des 
Acetessigsiureumsatzes statt, der durch keine korrespondierende 
Bildung von d-(+)-f-Oxybuttersiure gedeckt ist. 

Schien die Bestimmung der f-Oxybutterséiure durch Oxydation 
eine fast 100°,ige Aufklarung des Prozesses I zu geben, so schrankt 
die Bestimmung der durch Polarisation meBbaren d-(+-)-6-Oxybutter- 
siure diese Zahl auf 60°, ein, prazisiert aber diesen Wert durch die Fest- 
stellung, daB diese 60°, umgesetzte Acetessigsiure als d-(+-)-f-Oxy- 
buttersaéure nachgewiesen und als d-(+-)-f-Oxybuttersiure  isoliert 
werden kénnen. 


des 
mit 
40‘ 
det 
sau 
unc 
hin 
pra 
bek 


link 
lick 
der 
nic] 


5 ow 
Gel 
filtr 
sau 
ext 


des 


uns 
saw 
gray 


(rra 





Untersuchung der durch Oxydation bestimmten /-Oxybutterséure. 


Etwa 40°, des Acetessigsiureumsatzes durch Hefe innerhalb 
des Prozesses | bleiben unaufgeklart. Wie der durch Oxydation er- 
mittelte f-Oxybuttersduregehalt der Géiransatve zeigt, liegen diese 
40°,, umgewandelte Acetessigsiure in einer bestimmbaren Form in 
den Garansatzen vor, da sie bei der Oxydation mit Bichromat-Schwefel- 
saure ein fliichtiges Keton liefern, das, als 8-Oxybuttersiure bestimmt 
und berechnet, das Defizit beseitigt. Es bedarf keiner Worte, um darauf 
hinzuweisen, daB diese Berechnung willkiirlich ist, und daB es erneuter 
praparativer Versuche bedarf, um die chemische Natur dieser un- 
bekannten Substanz aufzuklaren. 

Die naheliegende Vermutung, dab das Defizit durch das Auftreten 
linksdrehender $-Oxybuttersaiure, die in einer gepaarten, atherunlés- 
lichen Form vorlage, zu erklaren ware, konnte durch die Untersuchung 
der mit Ather erschépften, wasserigen Garansitze aus Versuch 77 als 
nicht in Betracht kommend nachgewiesen werden. 

Die mit Ather erschépften, wasserigen Fliissigkeiten der Proben 4, 
5 und 6 wurden mit soviel konzentrierter Schwefelsiure versetzt, daB ihr 
Gehalt an Schwefelséiure 2°, betrug. 2 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht, 
filtriert, neutralisiert, eingedampft, in beschriebener Weise mit Phosphor- 
siure angeséiuert und im Apparat \on Kutscher-Steudel mit Ather 24 Stunden 
extrahiert. In keinem Falle zeigte der atherische Extrakt eine Drehung 
des polarisierten Lichtes. 

Das Resultat dieser Versuche und der augenblickliche Stand 
unserer Kenntnisse iiber Acetessigsiureumsatz und f-Oxybutter- 
sdurebildung durch girende Hefe wird in der folgenden Darstellung 
graphisch wiedergegeben. 


Graphische Darstellung des Acetessigsiureumsatzes und der /}-Oxybutter- 
saurebildung durch giérende Hefe. 
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Abb. 2. 
(ZZ Umgesetzte Acetessigsiure. 
CJ Darch Oxydation bestimmte 3-Oxybuttersiur 
ESS] Durch Polarisation bestimmte d-(+ )-8-Oxybuttersiure 
Hefe 4:10. Acetessigsiure 0.4421 °% >. Zucker 20% ,. Temp. 24°. 





Zur allgemeinen Chemie der Kolloid-Kolloidreaktionen. 


Il. Mitteilung: 


Uber elektrochemisch-konstitutive Weehselwirkungen zwischen Farbsolen 
und Proteinen. 


Von 
Woligang Pauli und Leo Singer. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat Wien.) 
(Pingegangen am 27. Oktober 1931.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In einer vorausgehenden Mitteilung dieser Reihe (1) war der 
Versuch unternommen worden, die tiberaus schwierige und vielfach 
noch ganz ungeklarte Frage nach dem Mechanismus der Kolloid- 
Kolloidreaktionen der Proteine vorerst auf dem Wege ihrer Reaktionen 
mit den kolloiden Kongofarbstoffen zu untersuchen. Die Méglichkeit, 
diese Farbstoffsole im Zustande héchster Reinheit herzustellen und 
sie physikalisch-chemisch gut zu charakterisieren, sowie die Kenntnis der 
Konstitution und des Molekulargewichts ihrer Bausteine lieBen diese 
Kolloide als ein besonders giinstiges Versuchsobjekt erscheinen. Nun 
zeigte es sich, daB nicht nur Anderungen des Dispersitatsgrades (bis 
zur Flockung), sondern auch Farbumschlage bei ihrer Wechselwirkung 
mit reinsten Proteinen und, wie wir gleich hinzufiigen méchten, auch 
mit einfachen Aminosaéuren eine bedeutsame Rolle spielen. Damit 
gewann die Aufklarung der Ursachen des Farbumschlags bei den Kongo- 
farbstoffen fiir unser Problem das gréBte Interesse. Es wurde deshalb 
die vorliegende Untersuchung, gleich der vorausgegangenen, in zwei 
Teilen angelegt, einem ersten, welcher einige wichtige Vorfragen an 
den Kongofarbsolen selbst behandelt, und einem zweiten, der ihre Be- 
ziehungen zu den Proteinen, insbesondere Fragen der Schutzwirkung 
und Sensibilisierung, zum Gegenstand hat. 


A. Uberblick und Zusammenhang der Ergebnisse. 


a) Elektrochemisch-konstitutive Beziehungen bei den Kongofarbsolen und dic 
Grundlagen des Farbumschlags. 


1. Fir den Farbumschlag (z. B. infolge Verschiebung des py) bei 
den kolloiden Farbstoffen liegen zwei Erklarungsméglichkeiten vor, 





W 


el 


tis 
un 
he 


sul 
dis 





Wo. Pauli u. L. Singer: Allgem. Chem. d. Kolloid-Kolloidreaktionen. LI. 


einerseits eine konstitutive Anderung im Molekiil, welche den Vorzug 
besitzen wiirde, kolloide und kristalloide Farbstoffe einheitlich zu um- 
fassen, und andererseits die von Wo. Ostwald (2) u. a. gerade fiir diese 
Klasse von Kolloiden aufgestellte Farbdispersitatsgradregel, nach welcher 
mit zunehmender Teilchengr6éBe sich das Absorptionsmaximum zu 
den gréBeren Wellenlangen verschiebt. In der Tat hat er in seinen so 
ergebnisreichen Arbeiten am Kongorubin (2) zeigen kénnen, da mit 
der Vergréberung des Dispersitatsgrades (Flockung durch Neutralsalze) 
Umschlag von Rot in Blau einhergeht und daB in Fallen, wo entgegen- 
gesetzte Abweichungen im Salzeffekt auf den Farbumschlag vorliegen (3), 
anscheinend eine peptisierende Salzwirkung besteht. 

Wir selbst miissen uns jedoch auf Grund unserer Ergebnisse in 
den von uns untersuchten Fallen riickhaltlos auf den vor allem von 
A. Hantzsch begriindeten Standpunkt einer konstitutiven Wandlung 
im Farbmolekil als Grundlage des unstetigen Farbumschlags bei den 
kolloiden Kongofarbstoffen stellen. Die haufig, wenn auch nicht immer, 
auftretenden Anderungen in der Molekiilassoziation (Dispersitatsgrad) 
sind sekundare, aus den elektrochemisch-konstitutiven Verschiebungen 
verstandliche Begleitvorginge, die jedoch mit dem Farbwechsel un- 
mittelbar nichts zu tun haben (4). Experimentell wurde, wie sich in 
den hier mitgeteilten Versuchen herausstellte, ein klarer Uberblick 
tiber die Tatsachen durch die auBerordentliche Empfindlichkeit der 
Kongofarbsole gegen Stérungen heterogener Art und durch den iiberaus 
komplexen Charakter der Neutralsalzwirkung erschwert. Die theore- 
tische Zusammenfassung von anscheinend weit verschiedenen Farb- 
umschlagstypen hat sich jedoch schlieBlich, wie wir glauben, in ein- 
heitlicher Weise geben lassen. Die folgende Darstellung konnte deshalb 
in gewissem Sinne eine deduktive sein, indem aus einer elektrochemisch- 
konstitutiven Auffassung die verschiedenen Erfahrungen und schein- 
baren Anomalien abgeleitet wurden. Die zugehérigen experimentellen 
Belege finden sich, soweit es der Raum zulieB, im zweiten Haupt- 
abschnitt vereinigt. 

2. Kongorot ist das Natriumsalz der Benzidindiazonaphthylamin- 
sulfosiure (I), durch Saéurezusatz oder durch weitgehende Elektro- 
dialyse geht es in die chinoide blaue Form (II) iiber. 
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Wir wollen nun, ahnlich wie dies W. Kiister (5) in seinen grund- 
legenden Betrachtungen tiber Methylorange, die Dimethylamino- 
azobenzolsulfosiure, also gleichfalls einer aromatischen Aminosulfo- 
siure, unternommen hat, die primaire ionische Anderung, die bei aus- 
reichendem Lauge- oder Saéurezusatz erfolgt, auch beim Kongofarbstoff 
in die Aminogruppe verlegen, da die stark saure Sulfogruppe in weitem 
Bereich des py in ihrer lonisation praktisch nicht verandert wird. 
Dann wird das rote Salz als Anion (A~), die blaue Form hingegen als 
Zwitterion (~A*) vorliegen. Diese Auffassung steht nicht in Widerspruch 
mit den konstitutiven Vorstellungen von A. Hantzsch, nur tritt an 
die Stelle seiner blauen Saure ein inneres Salz. In reinen, blauen Kongo- 
farbsolen, wie wir sie durch Elektrodialyse gewinnen, wird die Assoziation 
der zwitterionischen Farbmolekiile erwartungsgemaB  betrachtlicher, 
in reinen roten, anionisch aufgebauten Solen geringer sein. Die ersteren 
zeigen als sekunddren Begleitvorgang einen gréberen, die letzteren einen 
feineren Dispersitétsgrad. Die Unterlage fiir den Farbumschlag aus 
Rot in Blau wiirde jedoch lediglich der Ubergang aus der azoiden in 
die chinoide Struktur des Farbmolekiils bilden. 

3. Der Ubergang chinoid — azoid erfolgt’ hier nun, soweit unsere 
Erfahrungen reichen, ausschlieBlich durch die hydrolytische Uber- 
fiihrung der ionischen Imoniumgruppe in die Aminoform. Diese Hydro- 
lyse wird in der be kannten Weise geférdert werden durch Laugenzugabe, 
dagegen gehemmt durch Saure, sie wird begiinstigt durch Verdiinnung, 
ferner durch Erhéhung der Temperatur. Sie miiBte ferner gesteigert 
werden, wenn es gelingt, das hier gegebene innere Salz einer starken 
Saure mit schwacher Base, also in einem gewissen Sinne ein Imonium- 
sulfonat, durch Inaktivierung an der Sulfogruppe in die schwache 
Base zu tiberfiihren. Das ist z. B. durch Zugabe einer geniigenden 
Menge von positivem Al-Oxydsol méglich, welches trotz schwach 
saurer Reaktion Umschlag in Rot bewirkt (Pauli und EL. Weiss, 1. c.). 
SchlieBlich muB jeder Wechsel des Mediums, welcher die Basendisso- 
ziationskonstante unserer Aminosulfosiure tiberwiegend herabsetzt, 
die Bildung der roten Aminoform bewirken. Alle diese nicht immer 
beachteten Méglichkeiten sind im Einzelfalle zu beriicksichtigen, dann 
aber ergibt sich, soweit wir sehen, kein Widerspruch gegen die einheit- 
liche konstitutive Erklarung des Farbumschlags, wohl aber fanden 
sich Erfahrungen, die mit einer Zuriickfiihrung desselben auf Anderung 
des Dispersitatsgrades kaum vereinbar sind. Denn Farbumschlage 
kénnen auch an in Flockenform vorliegendem, z. B. mit EiweiB oder 
an Fasern fixiertem Kongoblau oder an der Oberflache flockiger Kongo- 
blauniederschlige, durch vorsichtigen Alkali- oder Saurezusatz sowie 
durch Verwendung schwach basisch hydrolysierender Salze oder mittels 
Alkohol hervorgerufen werden. 
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4. An dem Beispiel der Temperatureinwirkung auf den Farb- 
umschlag tritt besonders eindrucksvoll das Zusammenspiel der ver- 
schiedenen Faktoren bei der Hydrolyse hervor. Unser blaues Kongo- 
blausol zeigt mit zunehmender Verdiinnung wachsende Erniedrigung 
der Umschlagstemperatur in Rot (vgl. Abb. 1, Kurve A. Einzelheiten 
Experimenteller Teil), wie dies dem Gange einer Hydrolyse entspricht. 
Welche Rolle der Kohlensaéuregehalt der Lésung bzw. die Bildung des 
Bicarbonats an der basischen Gruppe des Farbstoffs spielt, lehrt einer- 
seits der Versuch mit CO,-EKinleitung, die den Farbumschlag in Rot 
im untersuchten Konzentrationsbereich aufhebt. Durch energisches 
Umrihren der heiBen Lésung wird er jedoch von oben nach unten fort- 
schreitend hergestellt. Ein anderer instruktiver Versuch ist die Durch- 
leitung von N, beim Erwiarmen zur Austreibung der Kohlensaure 
(Abb. 1, Kurve A’). Dabei ergibt sich, daB ein so behandeltes Sol 
von 2,615 .10~-4°%, Farbgehalt bereits bei 24° C gegen Rot umschlagt, 
wahrend es — nicht mit N, durchgeleitet — erst bei 55° den gleichen 
Farbwechsel erfahrt. Ebenso zeigt die bei vollstandigem Luftabschlub 
bedeutend erschwerte Riickverwandlung in die blaue Form durch 
Abkiihlen, welche Rolle die CO, fiir die Blauung des Sols spielt. Halten 
wir die CO,-Wirkung fern, so kommen wir bei entsprechender Ver- 
diinnung schon bei Raumtemperatur in den Bereich der Hydrolyse 
oder der roten Solfarbe. Das war in unserer niedrigsten untersuchten 
Farbsolkonzentration von 1,3 . 10-4°, der Fall. 





Nong baukonzenh 


Abb. 1. 


5. Eine besonders bemerkenswerte Erscheinung bildet das Auf- 
treten eines entfarbten Zwischenstadiums im Umschlag von Blau nach 
Rot bei steigender Erwarmung, indem die Farbe bei einer feststellbaren 
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Ubergangstemperatur ganz fahl wird, in verdiinnteren Lésungen sogar 
vollsténdig verschwindet und erst bei weiterem Temperaturanstieg nun 
gegen Rot sich andert, um rasch zunehmend lebhaft zu werden. Die 
mitgeteilten Daten (Tabelle VI, Experimenteller Teil) beziehen sich 
auf die dort angewendete Erwarmungsgeschwindigkeit. Die Er- 
scheinung ist deshalb von Interesse, weil sie zunachst lehrt, daB ein 
stetiges Durchlaufen der Farbskala des Spektrums, wie es bei eine: 
Anzahl von Solen — in letzter Zeit in besonders sinnfalliger Weise 
von E, Wiegel (6) bei der H,O,-Behandlung von Silbersolen — beob- 
achtet wurde, in unserem Falle nicht festzustellen ist. 

Stetige skalenmabige Farbverschiebungen wiirden sich nach den 
bisherigen Erfahrungen mit Anderungen der TeilchengréBe in Zu- 
sammenhang bringen lassen. Dagegen ware das in unserem Falle fest- 
gestellte Auftreten einer farblosen Zwischenstufe aus den konstitutiven 
Anderungen am Farbmolekiil verstaéndlich zu machen, da die intra- 
molekulare Verschiebung des H und die Verwandlung der chinoiden 
in die azoide Bindung zum Unterschied von den ionischen Anderungen 
an der basischen Gruppe ausgesprochen zeitliche Vorgainge darstellen. 

6. Bei der Neutralsalzwirkung wird man zweckmabig das Ver- 
halten in niederen und héheren, flockenden Konzentrationen aus- 
einanderhalten. Wie wichtig hier die vollstandige Alkalifreiheit der 
betreffenden Salze ist, das zeigen die angefiihrten (Experimenteller Teil) 
Versuche mit gesdttigten Lésungen von NaCl, KNO;, MgCl, und MgSO, 
aus Priparaten ,,pro analysi Merck oder ,,purissimum Kahlbaum* 
bereitet. Samtliche dieser Lésungen flocken eine mehr oder minder 
groBe Anzahl von Tropfen Kongoblausol (je nach dessen Gehalt) rot 
und erst die spateren blau. Man kann solche Lésungen durch eine Art 
Abfangverfahren vom Alkali befreien, indem man jenes Kongoblausol 
ermittelt, von dem 1 bis 2 Tropfen geniigen, um 5 bis 10 cem der ge- 
sittigten Elektrolytlésung die Eigenschaft zu geben, nur mehr blau zu 
flocken. Andererseits kann man auf dieses Verhalten eine scharfe 
Priifungsmethode auf Alkali aufbauen. Nur die Salze NaCl, KCl, 
KNO,, MgCl, und MgS0O,, Marke ,,Kahlbaum*, erwiesen sich bei der 
Probe als alkalifrei. Streng alkalifreie Neutralsalze flocken das Kongo- 
blausol blau. DaB jedoch unter den angegebenen Verhaltnissen rote 
Flockungen méglich sind, muB, wie schon erwahnt, als Argument 
gegen eine bestimmende  Dispersitaétsgradabhangigkeit des Farb- 
umschlags gewertet werden. 

Vom _ elektrochemisch-konstitutiven Standpunkt bedeutet die 
blaue Flockung durch das Neutralsalz die Abscheidung in der zwitter- 
ionischen, chinoiden Form. Mit Riicksicht auf deren Ladungen darf 
man in der Tat erwarten, daB Neutralsalze in héherer Konzentration 
durch die elektrostatische Wechselwirkung der Ionen unter Inaktivierung 
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die zwitterionische Form gegeniiber der polaren in unserem Falle be- 
giinstigen? werden. 

In der Tat lassen sich auch die genau gleichen Versuche wie mit 
Kongoblausol nicht nur mit dem Kongorubinsol, sondern auch mit 
dem kristalloiden Methylorange an den angefiihrten hochkonzentrierten 
Elektrolyten anstellen. Nur entspricht der blauen Form der Kongo- 
farbstoffe die zwitterionische rote von Methylorange. Ein Einflub 
des Dispersitaétsgrades scheidet dabei vollstandig aus. Auf weitere 
Beziehungen im Verhalten dieser drei Farbstoffe soll noch zuriick- 
gekommen werden. 

7. Wahrend die Theorie eine Begiinstigung der zwitterionischen 
Form durch starkeren Neutralsalzgehalt erwarten laBt, sehen wir 
nun in niederen Salzkonzentrationen bei Kongoblausol einen gegen- 
teiligen Effekt. Hier wird zunachst mit steigendem Salzgehalt (2. 10-% 
bis 2. 10-2 n NaCl) die Umschlagstemperatur erniedrigt, also die Hydro- 
lyse oder die Bildung der roten Form geférdert (Abb. 1, Kurve B, C, D). 
Man kann sich nun leicht tiberzeugen, daB der gréBte Anteil dieses 
Salzeffektes auf dem Wege tiber die im Farbsol enthaltene CO, erfolgen 
mu. Denn er bleibt véllig aus oder ist — bei niedrigem Farbgehalt — 
auf einen kleinen Bruchteil reduziert, sobald man das Sol durch N,- 
Durchstrémung von CO, méglichst befreit hat. Es ist sogar nicht 
unwahrscheinlich, daB die gréBere CO,-Empfindlichkeit bei den 
niedrigsten Solkonzentrationen und die Unmédglichkeit, in den tieferen 


Temperaturen des Farbumschlags mittels N,-Durchleitung die CO, 


vollstandig wegzuschaffen, véllig ausreichen, um noch einen weiteren 
Anteil des verbleibenden kleinen Salzeffektes zu erklaren. Man wird 
deshalb annehmen kénnen, daB das Salz, in den niederen Konzentra- 
tionen, den Effekt der Kohlenséure so weit ausschaltet, daB diese die 
Hydrolyse in der Imoniumgruppe des Farbstoffs schlieBlich nur wenig 
oder nicht mehr merklich zu hindern vermag. Eine scharfere Auf- 
klarung der Verhaltnisse soll im nachsten Abschnitt gegeben werden. 

Bei 2.10-?n NaCl-Gehalt kommt man mit dem _ beginnenden 
Umschlag gegen Rot bereits in eine Temperatur von 23° C fiir ein Sol 
von 1,3 . 10-4, Farbgehalt. Das gleiche Sol bleibt, wie erwahnt wurde, 
mit N, durchstrémt und dann vor CQ, geschiitzt, bei Raumtemperatur 
dauernd rot umgeschlagen. 

Nach unserer Ansicht lassen diese Beobachtungen keinen rechten 
Spielraum mehr fiir eine von W. Ostwald (7) angenommene peptisierende 


1 Unter Umstanden kénnte sogar diese Bindung der Salzionen seitens 
eines Zwitterions starker erfolgen als seitens zweier freier einwertiger Ionen, 
falls die beiden entgegengesetzten zwitterionischen Ladungen, wie Gitintel- 
berg und Schiddt (8a) (s. unten) meinen. sich gegenseitig in der getrennten 
Verteilung der beiden Salzionen unterstiitzen. 
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oder dissolvierende Neutralsalzwirkung, wie sie auch von RP. Tanaka (8 
zur Erklarung seiner an Ostwalds Institut kiirzlich ausgefiihrten Unter- 
suchungen am Kongoblausol angenommen wird. Die Ergebnisse Janakas 
finden in den folgenden Darlegungen (Abschn. 8 u. 8a) die gleiche elektro 
chemisch-konstitutive Aufklarung, wie alle anderen Farbumschlage der 
Kongofarbsole. 

Tanaka setzt zu l0cem seines 2,46. 10-5°,igen, also wesentlich 
diinneren Sols als die unseren, tropfenweise KCl und beobachtet im Gebiet 
der eben flockenden Konzentration Rotfarbung der iiberstehenden Fhiissig- 
keit. Die Versuche sind bei 25°C ausgefiihrt und man erkennt leicht, da 
sie in einem gewissen Sinne einen kleinen Ausschnitt aus unserer Umschlags- 
temperaturreihe bilden. Nach unseren Beobachtungen wire sein Sol bei 
von (CO, unbehinderter H ydrolyse erheblich unter 25° C rot gefarbt gewesen !. 

Nach unseren Erfahrungen wiirde also die reine Neutralsalzwirkung 
auf das Kongoblausol sich aus drei Effekten zusammensetzen: 1. Hem- 
mung des Einflusses von CO, durch Reaktionseinschrankung derselben, 
2. Begiinstigung der Zwitterionenform durch interionische Wechsel- 
wirkung, 3. typische Kolloidflockung durch Verdichtung der Gegen- 
ionenatmosphare um die Solteilchen. Die zwei letzteren Effekte werden 
erst bei héheren Salzionenaktivitaten in Erscheinung treten. 

Diese Auffassung laBt sich nun auch mit Erfolg bei der Deutung 
von sonst sehr verwirrenden Beobachtungen iiber die Neutralsalz- 
wirkung auf zwei andere aromatische Aminosulfosiuren, das Kongo- 
rubin und Methylorange, verwenden. 
| 8. Es diirfte nichts im Wege stehen, die Unterschiede zwischen 
den in vieler Hinsicht verwandt reagierenden reinen Kongoblau- und 
Kongorubinsolen in den Hauptziigen aus den vorhandenen elektro- 
chemisch-konstitutiven Verschiedenheiten herzuleiten. Im Aufbau 
unterscheidet sich das Kongorubin (I) vom Kongorot durch den Wegfall 


1 Durch den Umstand, daB die KCl-Lésung Jianakas mit etwas Salz- 
siure angesdiuert wurde, wird auf der einen Seite eine Alkaliwirkung aus- 
geschlossen, auf der anderen jedoch die Reinheit der Erscheinung, wie sie 
in unseren Versuchen gegeben ist, gestért. Sie tritt deshalb. erst an dem in 
nicht bestimmten Ma8e hochverdiinnten Sol auf, das Tanaka neben der 
nicht ganz vollstandigen blauen Flockung in der iiberstehenden Fliissigkeit 
verbleibt. Den H*-Aktivitaétsmessungen in seinem ,,reinen‘’ (sonst nicht 
definiert) Wasser und seinem diinnen Kongoblausol mittels der H-Elektrode 
stehen wir mit einiger Zuriickhaltung gegeniiber. Die Kongoblausole, bei 
denen Pauli und E. Weiss keine konstanten pu-Werte messen konnten. 
waren an 10000mal so konzentriert wie das von Tanaka, jedoch anderweitig 
physikalisch-chemisch gut definiert. An der Richtigkeit ihrer Feststellung. 
da8B ihre Sole nicht direkt potentiometrisch zu messen waren, ist nicht zu 
zweifeln. Fiir Tanakas Sol rechnet sich aus den zuverlassigen kondukto- 
metrischen Bestimmungen von Pauli und Weiss ein ay = 10-7 bis 10-5, 
so daB dessen Beitrag zur H-Aktivitét praktisch verschwindet. Zu einer 
Beurteilung der MeBresultate von Pauli und Weiss geben Tanakas Versuche 
somit keine Unterlage. 
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einer Aminogruppe an dem einen Naphthalinring, welcher neben der 
(a,)-Sulfogruppe noch eine (f-naphtholische) saure Hydroxylgruppe tragt. 
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Der saure Charakter ist durch das Fehlen einer basischen Gruppe 
gegentiber dem Kongorot bedeutend verstarkt, der basische  ent- 
sprechend abgeschwacht. Das Kongorubin behalt unter allen Um- 
staénden einen stark sauren Charakter. Die blaue Form kann nur durch 
die chinoide Umlagerung in der zwitterionischen Halfte des Molekiils 
in der gleichen Weise wie beim Kongorot entstehen, die andere an- 
ionische Halfte bleibt daran unmittelbar nicht beteiligt. Das reine 
Kongorubinsol hat eine um eine GréBenordnung héhere Leitfahigkeit 
und H’-Aktivitét als ein Kongoblausol gleichen Gehalts (Pauli und 
E. Weiss,l.c.). Die geringere Assoziation, die Feinteiligkeit, das 
kleinere Kolloidaquivalent, die héhere Gesamtladung, ergeben sich aus 
den konstitutiven Verhaltnissen. Der schwdcher basische Aufbau des 
Kongorubins begiinstigt die Warme- und Verdiinnungshydrolyse an 
dem basischen Stickstoff mit Umschlag in Rot auBerordentlich. Wahrend 
beim Kongoblau nur jener relativ kleine Anteil der Molekiile, der 
hydrolysiert ist, die freie negative Oberflachenladung der Solteilchen 
vermittelt, wird dieselbe beim Kongorubin auch von den nicht hydro- 
lysierenden Farbmolekiilen! herriihren. Das Kongorubin ist stets mit 
einem freien molekulardispersen (roten) Anteil im Anlagerungsgleich- 
gewicht, das bei der hohen Teilchenaufladung und den schwachen 
assoziativen Molekularkraften betraichtlich im negativen Sinne ver- 
schoben erscheint. Dazu tritt noch ein weiterer wesentlicher Umstand. 
Infolge des stark sauren Charakters des Farbsols kommt bei Kongo- 
rubin zum Unterschied vom Kongoblau eine sehr erhebliche Mitwirkung 
von geléster Kohlenséure bei der Bildung der zwitterionischen Form 
nicht in Frage. Sie vermag die starke Hydrolyse der Imoniumgruppe 
nicht mehr zurickzudrangen. Wir vermissen daher hier den Effekt 
der N,-Durchleitung auf die Farbumschlagstemperatur, und es fallt 
hier in der Tat auch die, von uns auf die Reaktionsbeschrankung der 
gelésten CO, zuriickgefiihrte, die Umschlagstemperatur herabsetzende 
Neutralsalzwirkung voéllig aus. Da somit nur die den zwitterionischen 
Charakter (die blaue Form) begiinstigende Salzionenwirkung iibrig 


1 Das muB nicht nur der Molekiilassoziation entgegenwirken, sondern 
auch den Bau der Teilchen hinsichtlich der Anordnung der Molekiile in 
denselben stark beeinflussen. 

6* 





84 Wo. Pauli u. L. Singer: 


bleibt, so wird mit zunehmendem Salzgehalt beim Kongorubin die 
Temperatur des Farbumschlags (gegen Rot) erhdht. 

Besonders lehrreich ist hier das Verhalten der Dimethylamino- 
azobenzolsulfosdure, des Methylorange, welches, analog den Kongo- 
farbstoffen, beim Erhitzen eine Farbverschiebung von Rot gegen Gelb 
erfahrt, was der Verschiebung von Blau gegen Rot bei den ersteren 
entspricht. Die gelbe, azoide, polare Form (1) ist hier: 

(CH,).N .CgH,.N:N.C,H,SOz. H* (1) 
die rote, zwitterionische (I), chinoide : 
*(CHg)gN : CgHy: N.NH.CgH,. SO; (11) 


Bei Methylorange findet sich zum Unterschied vom Kongorubin 
die zwitterionische Form rein symmetrisch ausgepragt und der saure 
Charakter durch die basische Gruppe so weit kompensiert, daB die 
CO,-Empfindlichkeit erhalten ist. Hier wirkt nun auch ein niederer 
NaCl-Zusatz (bis etwa n/10) — analog wie beim Kongoblausol — den 
Warmeumschlag in Gelb begiinstigend, dagegen in den héheren Salz- 
konzentrationen, von n NaCl aufwarts bis zur Sattigung, den Farb- 
umschlag in Gelb verzégernd bzw. ganz aufhebend. Da beim kristalloiden 
Methylorange die flockende ebenso wie die Méglichkeit einer disper- 
gierenden Neutralsalzwirkung wegfallt, sind hier die Bedingungen fiir 
den Nachweis ihrer zweifachen Natur je nach der Salzkonzentration 
und fir ihren rein konstitutiven Charakter besonders giinstig. Weitere 
hierhergehérige Versuchsbeispiele beziiglich der Salzwirkung auf die 
Reversibilitat des Farbumschlags und ahnliches im experimentellen Teil. 

8a. Ein scharferer Uberblick der im Experiment hervortretenden 
Beziehungen zwischen Neutralsalzgehalt und Kongofarbumschlag, 
sowie der Rolle der CQO, dabei, ist auf Grund der modernen Theorie der 
starken Elektrolyte und des Aktivitatsbegriffes (@. N. Lewis) zu ge- 
winnen. Die Unterlagen fiir die in unserem besonderen Falle erforder- 
lichen Betrachtungen sind durch eine theoretisch und experimentell 
ausgezeichnete Arbeit aus NV. Brénsteds Institut von LE. Giintelberg 
und E. Schidédt (8a) gegeben. 

Diese Autoren haben einerseits die Dissoziationskonstanten und 
Aktivitatskoeffizienten der Kohlensaéure, andererseits den Gang der Disso- 
ziationskonstanten eines basischen (Dimethylgelb), eines sauren (Brom- 
phenolblau) und eines zwitterionischen (Methylorange) Farbindikators in 
Neutralsalzlésungen steigender Konzentration bestimmt. 


Zunachst zeigen sie, daB die Dissoziationskonstante der Kohlensaure 
: ‘ , ™ CH - CHCO,; F Re ’ 2 
in reinem Wasser K, = Kg = = : in variierenden Salzlésungen 
CO, 
keine Konstante vorstellen kann, da hier die Aktivitaétskoeffizienten der 
einzelnen Komponenten nun auSerordentlich stark und in verschiedenem 
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foo, Pp 
fu fucos Po 
f die Aktivitatskoeffizienten der betreffenden Molekiilgattung, p den Dampt 
druck der Lésung, py den des reinen Wassers bedeutet. 


Sinne von | abweichen kénnen. Es wird nimlich Ky = Ka wo 


Wir haben nun zunichst aus den fiir CO,-Sattigung ermittelten 
experimentellen Daten von Giintelberg und Schiédt unter der Annahme, 
daB 1. bei dem Gleichgewicht mit der CO, der Luft in unserer Lésung die 
Werte K, und der mittlere Aktivitatskoeffizient | fi. fuco, bei Konstanz von 
Temperatur und Druck im wesentlichen nur von der Salzionenkonzentration 
beeinfluBt werden und 2. eine lineare Interpolation in dem Konzentrations- 
intervall n/10 des 1,l-wertigen Salzes méglich ist, eine Schitzung des 
Einflusses des beim Kongoblausol auf den Temperaturfarbumschlag so 
wirksamen Salzgehalts von 2. 10-*n vorgenommen. Dabei ermittelte sich, 
fiir 760mm Druck und einen CO,-Gehalt der Luft von 0,14°,. gegen 
reines Wasser in 0,02n KCl eine Verschiebung des K, . 10’ von 3,22 auf 
3,92 und des \iu .fHCO, von 1,00 auf 0,94. Aus diesen Daten wiirde sich 
ein Anstieg des aq von 4,204.10-° im Wasser auf 4,356.10-° im Salz 
(entsprechend px 5,376 auf pu Salz = 5,361) ergeben. Die Neutralsalz- 
wirkung auf die Kohlensaure ist also in unserem Falle sehr gering und liegt 
dazu noch im Sinne einer H-Aktivitaétserhéhung. Man wird also nicht 
annehmen kénnen, daB die Verschiebung des Farbumschlags gegen Rot durch 
den obigen Neutralsalzzusatz auf dem Wege einer direkten Beeinflussung der 
Konstanten der gelésten Kohlensdure erfolgt. 


Diese Feststellungen legen es nahe, die Salzbeeinflussung des 


Farbumschlags auf die Verdnderung der Dissoziationskonstanten des 
Farbmolekiils durch die geinderte ionale Konzentration zuriickzufihren. 


Von den diesbeziiglichen Untersuchungen Giintelbergs und Schidédts 
stehen die am Methylorange schon aus konstitutiven Griinden unseren 
Beobachtungen an den Kongofarbstoffen am nachsten. Diese Untersucher 
bestimmten bei den oben angefiihrten drei Indikatoren die Anderung des 
Verhialtnisses K,/Kq. also die relative Anderung der Sé-iredissoziations- 
konstante in der Salzlésung gegeniiber der im Wasser. Sie fanden, daB 
diese Relation mit wachsender Salzkonzentration zunachst ansteigt und 
dann sinkt (Tabelle). 


Tabelle 


fiir Methylorange in KCl(NaCl)-Lésungen nach Giintelberg und Schiédt. 





KCI "NaCl 


re 0.1 0.5 1.0 


1,32 1.15 O81 043 O21 0133 0,056 0,031 0,026 


- 


Es erscheint uns fiir den Fall einer Aminosulfosiure, da der Farb- 
wechsel konstitutiv an die Anderung ihrer basischen Gruppe gekniipft ist, 
anschaulicher, an der letzteren die Bedeutung des obigen Ganges von K, /Ka 
zu erlautern. 
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Man kann im Sinne von Brénsteds Definition der Saure und Base die 
Reaktionsgleichung von Methylorange schreiben 
*A-—» A-+ Ht, 
darin bedeutet *A~ die Saure, A~ die Base. Zugleich ist *A~ das rote, A~ das 
gelbe Molekiil des Methylorange, denen in den Kongofarbstoffen die blaue 
bzw. rote Form entspricht. Bei der Starke der Sulfoséure darf man hier 
praktisch von der gleichfalls roten undissoziierten Form A® absehen. Die 
Gleichung fiir die Séuredissoziation wird dann lauten 
, - . A 
me “A, 
C-A+ 
und fiir die Reaktion als Base folgt aus 
A-—> TA” + OH 
die Basendissoziationskonstante 


“on” a+ 


k? i 
CA 
und unter Einsetzen von 
a ky 
“OH - : 
’ : CH 
ergibt sich 
= ky 
Ke K2 


; 

Es stellt also der Gang von K,/K, in Salzlésungen zugleich die 
Anderung der H ydrolysenkonstante der basischen Gruppe gegeniiber der 
in reinem Wasser dar. Sie wird fiir Methylorange in Salzlésungen bis 
n/10 um etwa 30°, gegeniiber der im Wasser erhéht, dann aber mit 
steigendem Salzgehalt schlieBlich bis auf einen auBerordentlich kleinen 
Bruchteil der Hydrolyse in Wasser erniedrigt. Die anfangliche 
Steigerung der Hydrolyse am basischen N in Salzlésungen muB zuniachst 
die Reaktionsfaihigkeit mit CO, vermindern bzw. praktisch aufheben; 
Begiinstigung der gelben Form. Dann aber mit zunehmendem Salz- 
gehalt in etwa 0,75 n KCl werden die Reaktionsverhaltnisse des Farb- 
molekiils denen im reinen Wasser wieder gleich werden, um mit weiterem 
Ansteigen der Salzkonzentration zu einer auBerordentlichen Empfind- 
lichkeit gegen schwache Saéuren und zur Begiinstigung der zwitter- 
ionischen Form zu fiihren. Das sind in der Tat die Verhaltnisse, die 
wir sowohl bei Methylorange als auch Kongoblau antreffen. Nur findet 
sich fiir Kongoblau ein Unterschied in dem Sinne, daB hier wesentlich 
niedrigere Neutralsalzkonzentrationen fiir den Rotumschlag wirksam 
sind und ferner, daB in der GréBenordnung 10-7 n bereits die Ab- 
scheidung der blauen zwitterionischen Form erfolgt. Die plausibelste, 
durch zahlreiche kolloidchemische Erfahrungen nahegelegte Erklarung 
dieses quantitativen Unterschiedes diirfte sein, daB wir nicht wie beim 
Methylorange mit der mittleren ionalen Konzentration in der ganzen 
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Lésung, sondern mit den wesentlich héheren lonenaktivitaéten in der 
dichten Ionenatmosphiare um die Kongoblausolteilchen und einer 
entsprechend gesteigerten Beeinflussung der Dissoziationskonstanten 
der Farbmolekiile zu rechnen haben. Da mit zunehmender’ mittlerer 
Salzkonzentration die Verdichtung der Ionenatmosphire um die Farb- 
solteilchen unverhaltnismaBig rasch sich erhéht, werden die zwei 
Neutralsalzeffekte in einen engen Konzentrationsbereich zusammen- 
ricken, 

Jedenfalls bestehen keine Schwierigkeiten, auch die Neutralsalz- 
beeinflussung des Farbumschlags beim molekulardispersen Methyl- 
orange sowie bei den kolloiden Kongofarbstoffen einheitlich aus der 
konstitutiven Anderung in der basischen Gruppe abzuleiten, ohne irgend 
auf Anderungen des Dispersititsgrades als primaire Ursache zuriick- 
gehen zu miissen. Wir méchten im Gegenteil in dem charakteristischen 
Verhalten dieser Farbstoffe in Salzlésungen eine besondere Stiitze fiir 
die konstitutive Auffassung des Farbwechsels erblicken. 


8b. In Alkohol gehen die Kongofarbstoffe bekanntlich in die rote 
Form iiber, das wiirde in unserer Auffassung der vélligen Hydrolyse 
an der basischen Gruppe zur Aminoform entsprechen. Nach der Zu- 
sammenstellung N. Bjerrums (9) [korrigiert nach L. Ebert (10)} wiirden 
die einfachen aromatischen Aminosulfoséuren  Basendissoziations- 
konstanten zwischen 10°” bis 10°" besitzen, die in Athylalkohol auf 
die GréBenordnung 10™ bis 10° herabgesetzt werden, wiahrend 
nach H. Goldschmidts (11) Leitfahigkeitsmessungen an Sulfosalizylsiure 
der stark saure Charakter nur eine maBige Herabsetzung in Alkohol 
erfahrt. Bei diesem gewaltigen Unterschied der Dissoziationskonstanten 
wird der zwitterionische Charakter der aromatischen Aminosulfoséuren 
im alkoholischen Medium vollstandig zuriicktreten und im wesentlichen 
die anionische Form! vorliegen, wie dies die Kongofarbstoffe ebenso 
wie das Methylorange durch ihre Farbe anzeigen. Ein EinfluB von 
N,-Durchleitung auf den Alkoholfarbumschlag des Kongoblausols, 


1 Bei L. Ebert (1. ec. 8. 396) findet sich bei Besprechung des Verhalt- 
nisses der zwitterionischen zur undissoziierten Form (*A~/A y) fiir 
die aromatischen Aminosulfoséuren in Alkohol ein Druckfehler, indem dort 
A statt *A™ steht. Dieser Druckfehler wurde von Pauli (Kolloidzeitschr. 
51, 28, 1930) in einem, wahrend der Korrektur eingeschalteten, Satz iiber- 
nommen, der ohne Sinnanderung wegfallen kann. Es miiSte also nach 
Ebert im Verhaltnis der zwei neutralen Formen im alkoholischen Medium 
die zwitterionische iiber die undissoziierte Form iiberwiegen. Ohne tber 
dieses Verhaltnis eine Aussage zu machen, wird in unserem Falle (ver- 
starkter saurer Charakter, niedrige molekulare Konzentration) der Gehalt 
an den neutralen Formen (*A~, A) neben A~ iiberhaupt praktisch nicht in 
Retracht kommen. 
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der sich leicht abstufen laBt, war nicht zu erheben und ebensowenig 
eine Neutralsalzwirkung. Diese Feststellung gewinnt an Bedeutung 
wegen der anschlieBend zu besprechenden, grundverschiedenen Wirkung 
von Glykokoll- und Proteinzusitzen auf die verschiedenen Farb- 
umschlage. 


b) Wechselwirkungen der Kongofarbsole mit Proteinen und Glykokoll. 


9. An dem EinfluB auf die Farbumschlagstemperatur treten die 
Besonderheiten der Beziehungen unserer Farbsole zu den EiweiB- 
korpern deutlich hervor. Diese Umschlagstemperatur wird betrachtlich 
erniedrigt, und zwar nicht nur durch die Proteine, sondern auch durch 
die einfachste Aminosaure, das Glykokoll. Die folgende Abb. 2 faBt 
die mit 5.10-3n und 2.10 ?n Glykokoll gewonnenen Ergebnisse 
(analog der Abb. 1) zusammen. 








Temperatur in 














Nongoblaukonzentrationen 


Abb. 2. 


Es handelt sich somit um einen sehr ausgiebigen, die Umschlags- 
temperatur des Kongoblaues herabsetzenden Effekt, den man zunachst 
mit der Neutralsalzwirkung (Abb. 1) in Analogie zu bringen versucht 
ware, zumal in bezug auf die Ionenaktivitaéten zwischen Zwitterionen, 
aus denen das Glykokoll praktisch vollstandig besteht, und freien Ionen 
nur eine Differenz in der GréBe der Aktivitatskonstanten [NV. Bjerrum (12)} 
besteht. In Wirklichkeit liegen jedoch tiefere Unterschiede in der 
Wirkung des Glykokolls (und Proteins) gegeniiber dem Neutralsalz 
vor, die wohl nur als solche des Reaktionsmechanismus zu verstehen 
sind. Der EinfluB von Glykokoll, dessen Ionenaktivitét nach NV. Bjerrum 
nur mit einem Drittel derjenigen eines gleichnormalen 1,1 wertigen 
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Neutralsalzes veranschlagt werden kann, auf die Umschlagste mperatur 
erstreckt sich: 

a) Unvermindert in héhere Kongoblaukonzentrationen, in denen 
eine Neutralsalzwirkung bereits ganz unerheblich wird. 


b) Die Durchleitung von N, zur Entfernung von CO,, welche die 
Neutralsalzwirkung beinahe zum Verschwinden bringt, ist beim 
Glykokoll ohne erkennbaren EinfluB8 auf das Ausma der Herab- 
minderung, sie verschiebt nur die Kurve des reinen Sols, also den Aus- 
gangszustand desselben, an dem sich der Glykokolleffekt ungeandert 
vollzieht. 

c) Zusatz von Proteinen, wie schon Pauli und E. Weiss (l. c.) 
fanden, und ebenso die Zugabe von Glykokoll heben bis in betrachtliche 
Kongoblaukonzentrationen die Reversibilitat des Farbumschlags in 
Blau durch Abkiihlen volistandig auf. 


d) Der mit Neutralsalzen unbeeinfluBbare Rotumschlag von 
Kongofarbsolen durch Alkohol wird von Glykokoll oder Proteinen 
auBerordentlich geférdert. 


Halten wir daran fest, daB die Hydrolyse der basischen N-Gruppe 
des zwitterionischen Farbmolekiils unter azoider Umlagerung den 
Farbumschlag herbeifiihrt, dann scheinen uns die angefiihrten und 


andere noch zu erwahnende Erfahrungen am besten aus der folgenden 
Auffassung verstandlich. 


10. Wir miissen uns den Aufbau unserer blauen Farbsolteilchen 
aus einem zwitterionischen ("A’) und aufladenden anionischen (A ) 
Anteil so denken, daB die Molekiile “A” etwa im reinen Kongoblausol 
uberwiegen und ihr Aggregat von einer bestimmbaren Minderzahl, in 
ihrer Farbe nicht erkennbarer, durch die Reaktion “A —H*—> A 
gebildeter und angelagert bleibender Molekiile A’ seine freie Ladung 
empfangt. Dieselbe geht also auf den bestehenden Uberschu8 der 
Sulfosiureionen zuriick, denen in unserem hochgereinigten Sol H’ 
als Gegenionen entsprechen. Daneben miissen jedoch an der Teilchen- 
oberflache, vollstandig reaktionszugdnglich, die nach dem Ammonium- 
typus gebauten positiven ionischen Gruppen (neben geladenen Sulfo- 
gruppen) der Molekiile “A* vorliegen. Die Tatsache, daB ein voll- 
kommener Rotumschlag (durch Alkali, Inaktivierung der Sulfo- 
gruppe usw.) ohne Verlust des kolloiden Charakters, ja selbst an dem 
als Flocken oder sonst im festen Zustande fixierten Farbsol méglich ist, 
14Bt sich ohne diese Reaktionszuginglichkeit der basischen Gruppen nicht 
verstehen. Bei Zusatz unserer reinen Proteine oder von Glykokoll, 
die beide selbst wieder im wesentlichen von zwitterionischem Aufbau 
sind, wird man die Wechselwirkung dieser Ampholyte mit dem Kongo- 
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solteilchen nach den zwei Teilreaktionen mit dem aufladenden A~ und 
mit *A~ getrennt betrachten kénnen. Im allgemeinen werden sich auch 
die Zwitterionen etwa des Glykokolls gegen eine positive Einzelladung 
bevorzugt mit ihrem R.COO--Ende, gegen eine negative mit ihrem 
R . NH, einstellen. Eine derartig um ein einsinnig aufgeladenes Kolloid- 
teilchen gebildete zwitterionische Atmosphdre wird jedoch zum Unter- 
schied von der Debyeschen Ionenverteilung nur unter besonderen 
Umstinden die Stabilitét des Kolloidteilchens herabsetzen. Dann 
nimlich, wenn spezifische, chemische oder elektrochemische Be- 
ziehungen eine Inaktivierung der freien Oberflichenladung begiinstigen 
und die noch verbleibende Restladung des urspriinglichen Zwitterions 
aufheben. Das ist bei dem nicht flockenden Glykokoll, also bei der 
Reaktion seiner Ammoniumgruppe mit den freien Sulfogruppen der 
Kongofarbstoffe, nicht der Fall, wohl aber bei unseren dieselbe fallenden 
Proteinen, welche basische Gruppen enthalten, die mit héheren Sulfo- 
siuren erfahrungsgemaB leicht unter Inaktivierung und eventuell 
irreversibler Bindung reagieren. 

Es soll hier unerértert bleiben, wieweit dabei der chemische Bau 
der einzelnen basischen Gruppen des Proteins, wieweit ihre topische 
Anordnung und Haufung an der Proteinoberfliche mitwirken kann. 
Die verbleibende negative UberschuBladung einer korrespondierenden 
Jarboxylgruppe am Protein kann infolge deren kleinen Saéuredissozia- 
tionskonstante bei entsprechendem py leicht durch die Reaktion 
A’ +- H* —» A® vernichtet werden. 

Auf der anderen Seite werden sich den basischen Imoniumgruppen 
der Kongofarbteilchen im zeitlichen Durchschnitt iiberwiegend die 
negativen Carboxylenden des amphiionischen Glykokolls zuwenden. 
Diese Verteilung kénnte jedoch zunachst nicht im Sinne des Farb- 
umschlags in Rot wirksam sein. Sie miiBte sogar durch die Aktivitats- 
abnahme der positiven Gruppen ihre Stabilitat, also den zwitter- 
ionischen Charakter des Kongofarbstoffs, begiinstigen. Fiir ein solches 
Verhalten wiirden manche Erfahrungen sprechen. So bewahren héhere, 
aber auch noch maBig konzentrierte Kongoblausole, die bei Raum- 
temperatur geniigend weit von ihrem Umschlagspunkt entfernt sind, 
jedoch mit Glykokoll (oder Protein) erwirmt glatt und irreversibel 
rot werden, bei Raumtemperatur selbst beim Stehen mit mehr als 2 
Glykokoll (Tabelle XV) ihre blaue Farbe ungeandert. Versetzt man 
blaues Kongorubinsol mit blau flockendem Protein, so haben die Farb- 
flocken, die sonst jederzeit bei Wasserwechsel der iiberstehenden Fliissig- 
keit an dieselbe einen feindispersen, roten Anteil abgeben, diese Fahigkeit 
eingebiiBt (Pauli und E. Weiss, |. c.). Es mu8 also auch eine Deckung 
und Fixierung der basischen ionischen Gruppen des Farbstoffs durch 
die negativen Gruppen des Proteins bereits bei Raumtemperatur be- 
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stehen. DaB hierbei schon sehr kleine Mengen von Protein wirksam 
sind, hangt damit zusammen, daB die Anlagerung wie bei den typischen 
Kolloid-Kolloidreaktionen primar durch die Wechselwirkung von 
freien (negativen) Ladungen der vielwertigen Kongoteilchen mit 
positiven Gruppen des Proteins erfolgt. 


Wie kommt nun die Begiinstigung des Rotumschlags selbst unseres 
sechsfachen Farbsols durch Glykokoll (oder Protein) beim Erwarmen 
zustande? Man konnte hier zunadchst die Méglichkeit einer Beein- 
flussung des Hydrolysegleichgewichts am Teilchen ins Auge fassen. 
Betrachten wir etwa diesen Vorgang genetisch bei einer bestimmten 
Temperatur, und zwar in der nachsten Umgebung des Teilchens, in 
seiner lonenatmosphare. Dann wird anfangs durch die Hydrolyse an 
den basischen Gruppen ein Uberschu8 aufladender negativer Gruppen 
und eine Gegenionenatmosphare von bestimmter H*-Aktivitét nahe 
der Teilchenoberflache entstehen. Durch Ausbildung dieser értlichen 
H'-Aktivitat wird die weitere Hydrolyse zum Stillstand gebracht und 
das Gleichgewicht bestimmt. In der lonenatmosphare unserer Farb- 
solteilchen befindliche, zwitterionische Aminocarbonséuren (Glykokoll, 
Protein) kénnten nun durch ihre Pufferwirkung dort den Anstieg des ay 
hemmen und damit die Hydrolyse an den basischen Gruppen der Farb- 
molekiile begiinstigen. Allein dieser Vorgang reicht nicht aus, um die 
Irreversibilitat des Farbumschlags beim Abkiihlen des erwarmten Sols 
zu erklaren. Da namlich die einfachen Hydrolysengleichgewichte 
reversibel sind, so muBte noch ein weiterer Umstand hinzugetreten 
sein. Hier kommt vor allem die Méglichkeit einer séiureamidartigen 
Reaktion zwischen Imoniumgruppen des Kongofarbsols und assoziierten 
Carboxylen des Glykokolls (oder Proteins) in Betracht. Fiir eine solche 
Anhydridbildung wiirde sprechen, daB nicht nur Temperaturerhéhung, 
sondern auch Wasserentziehung (Alkoholzusatz), ferner hoher Neutral- 
salzgehalt (s. unten) den irreversiblen Farbumschlag in Anwesenheit 
der Aminocarbonséuren begiinstigen. Fiir die dazu erforderliche Aus- 
bildung einer geniigend dichten ,,zwitterionischen Atmosphdre um die 
Farbsolteilchen, also entsprechende Reaktionswahrscheinlichkeit fiir 
dessen Imoniumgruppen mit RCOQO™ der frei beweglichen Glykokoll- 
molekiile miBten die letzteren in der Lésung in betrachtlicher Kon- 
zentration vorliegen. Das ist auch nach einer leicht ausfiihrbaren 
Berechnung der Fall. 

Ein 1,04. 10-%° ig. Kongofarbsol wird gerade von 2. 10-*n Glykokoll 
beim Erwarmen irreversibel gerétet. Dann entfallen auf eine Aminogruppe 
des Farbstoffs mehr als 700 Carboxyle der Aminoséure. Dagegen zeigt sich, 
daB von dem, wie wir nach allen Erfahrungen annehmen mdéchten, an die 
Farbsolteilchen mittels deren Sulfogruppen fixierten Protein (in 
nicht flockender Konzentration) sehr kleine Mengen zur Herbeifiihrung des 
irreversiblen Farbumschlags durch Erwarmen ausreichen. Unser gehalt- 
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vollstes verwendetes Kongofarbsol (3,14 .10-°°,ig.) bedarf dazu der An- 
wesenheit von mindestens 1. 10-°°,ig. Seralbumin, was annahernd einem 
Verhaltnis von 1:4 der reagierenden Gruppen (RNHZ:RCOO>) ent- 
sprechen wiirde. 

In diesem quantitativen Unterschied gegeniiber dem Glykokoll 
kommt die Besonderheit der wechselseitigen Reaktion dieser kolloiden, 
polyvalenten Amphiionen (Protein und Kongosol) zum Ausdruck, wenn 
auch eine prinzipielle Ubereinstimmung des elementaren Reaktions- 
charakters bei Glykokoll und beim Protein sonst unverkennbar ist. 


11. Wir wollen nun die Wechselbeziehungen zwischen Kongofarb- 
solen, Proteinen und Elektrolyten betrachten, soweit sie das in vieler 
Hinsicht noch immer dunkle und problematische Gebiet der Schutz- 
wirkung und Sensibilisierung betreffen. Die von Pauli seit Jahren 
vertretene Anschauung, da zwischen reinen, negativen, lyophoben 
Kolloiden und den Albuminen lediglich Flockung erfolgt und daB die 
Schutzwirkung nur bei Mitwirkung von Elektrolyten auftritt, darf 
heute als véllig gesichert angesehen werden. Von gréBtem Interesse 
ist hier, daB streng neutrale Salze sowohl die Schutzwirkung als auch 
die Sensibilisierung des zwitterionischen, reinen Proteins vermitteln 
kénnen, denn die Aufhebung der Flockbarkeit desselben durch negative 
Kolloide mittels Alkali, ihre Sensitivierung durch Saéuerung laBt sich 
schon aus der Verschiebung des Proteins von dem zwitterionischen 
Bereich in das einsinniger Aufladung verstehen. 


Im folgenden ist halb schematisch ein Bild der Verhaltnisse bei 
Seralbumin + Na Cl +- 0,003 14°(, Kongoblausol wiedergegeben. (Naheres 
experimenteller Teil, Tabelle VII u. ff.) 
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In Abb. 3 sind horizontal von Null aus die Normalitaten NaCl, vertikal 
nach abwarts die Gewichtsprozente von Seralbumin aufgetragen. A ist 
der Flockungswert des reinen NaCl, B der des Proteins. Von diesen Punkten 
A und B aus ist das Feld in vier Quadranten geteilt.. Der linke, obere (1) 
enthalt das Gebiet, in dem beide Komponenten fiir sich flocken, der rechte 
untere (IV) das Gebiet, in dem keine der beiden Komponenten allein flockt. 
In II flockt das Salz allein, in III das Protein allein. Eine Schutzwirkung 
gegen beide Komponenten kann also nur in das Feld I, eine solche gegen 
eine der Komponenten in III bzw. II fallen, eine Sensibilisierung kann nur 
im Feld IV oder (relativ) als Flockungssteigerung in dessen schmalen Uber- 
gangszonen zu den anstoBenden Quadranten erfolgen. Die Einheiten sind 
fiir die kleinen Werte der besseren Anschauung wegen unverhaltnismaBig 
stark vergr6Bert (Tabelle III, experimenteller Teil). 


Man kann nun aus sémtlichen Beobachtungen, wie dies auch in 
der Abb.3 zum Ausdruck kommt, entnehmen, daB zum Zustande- 
kommen der Schutzwirkung stets ein Gehalt an Protein oberhalb dessen 
Schwellenwert erforderlich ist, wahrend der Salzgehalt (NaCl, (N H,).80O,) 
dabei auf etwa 1/, bis 1/, des reinen Salzschwellenwertes sinken 
kann. Es gibt also eine Salzzone, innerhalb welcher, scharf 
getrennt, einerseits Schutzwirkung, andererseits Sensibilisierung auf- 
tritt. Entscheidend dafiir wird dann lediglich der EiweiSgehalt, 
er ist bei der ersteren hoch, bei der letzteren klein. Damit 
erhebt sich zunachst die Frage nach dem EinfluB des Verhalt- 
nisses der Teilchenzahlen von Protein und Farbsol auf den Bau 
der gebildeten Aggregate. 

12. Ein Vergleich, der das Kongoblausol eben vollstandig flockenden 
(6. 10-?°,) mit jener minimalsten Seralbuminkonzentration, welche selbst 
nicht flockend (1 bis 2. 10-4°,) mit gleichfalls nicht flockendem NaCl 
vollstaéndige Flockung (absolute Sensibilisierung) gibt, liefert leicht die 
nétigen Daten. 

Unser Kongoblausol von 0,00314°, entspricht in bezug auf die Farb- 
stoffmolekiile 4,8.10-5m. Bei einem Kolloidaiquivalent 5 (5 Molekiile auf 
eine freie Ladung) gibt das rund aq = 1. 10-5 n, was sich auch anniéhernd 
aus den physikalisch-chemischen Daten von Pauli und E. Weiss ermittelt. 
Ein Farbsolteilchen diirfte sich in seinem mittleren Molekulargewicht mit 
Riicksicht auf das ultramikroskopische Bild (kaum auflésbar) nicht allzuweit 
von dem Molekulargewicht des Ovalbumins 35000 [The Svedberg (13), 
S. P. L. Sérensen (14)| bzw. Seralbumins 69000 bis 71000 [The Svedherq 
und Sjégren (15), G.S. Adair (16) mit M.E. Robinson)  entfernen, also 
aus 50 bis 100 Farbmolekiilen aufbauen. Das wiirde eine Teilchenkonzentra- 
tion entsprechend etwa 1. 10-* m bis 5. 10-7 m ergeben. Dagegen ermittelt 
sich fiir das vollstandig flockende Seralbumin von 6. 10-*°,, eine molekulare 
Konzentration von 8,57 .10-*. Die Teilchenzahl des Proteins wiirde also 
im Gebiet, wo es allein das Kongoblausol flockt, 10- bis 20mal so groB sein 
wie die des Kongofarbsols. Da der flockende Ovalbumingehalt annahernd 
der gleiche ist wie der des Seralbumins, wiirde sich bei jenem die Uberzahl 
der Teilchen noch etwa verdoppeln. 
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An dem betrachtlichen zahlenmaBigen Uberwiegen der Protein- 
teilchen tiber die Farbsolteilchen im Gebiet der reinen EiweiBflockung 
ist, schon bei der gewahlten Minimalschatzung der Kongosolteilchen- 
groBe, nicht zu zweifeln. Anderweitige Erfahrungen lehren nun, dai 
mit einem Farbteilchen meist nur sehr wenige EiweiBteilchen assoziieren. 
Diese Flockung ist naimlich wohl in bezug auf das lyophobe negative 
Sol vollstandig, dagegen enthalt sie nur einen Bruchteil des vorhandenen 
Albumins, der Rest desselben bleibt unbeteiligt!. Damit steht in Uber- 
einstimmung, daB an dem Flockungsergebnis die gréBte Steigerung 
des Albumingehalts nichts zu andern vermag. Diese Erfahrungen 
hangen wieder mit anderen unzweifelhaft hierhergehérigen zusammen 
Es ist durch die sorgfaltigen Messungen von G.S. Adair und M. E£. 
Robinson (16) am Seralbumin, und 7’. Marrack und L. Hewitt (18) 
am Ovalbumin sichergestellt, daB das Molekulargewicht dieser Pro- 
teine in weitem Bereich von deren Konzentration unabhangig ist 
Man kann dies fiir unseren Zweck in der folgenden Weise formu- 
lieren: 

,, Bei den einzelnen nativen Albuminen lassen sich im isoelektrischen 
Gebiet keine erheblichen assoziierenden Krifte zwischen den Teilchen 
nachweisen.“ 


Die Aggregation zwischen den Protein- und Farbsolteilchen im 
betrachteten Flockungsbereich kann jedoch trotz des Uberschusses 
der EiweiBteilchen nicht in der Weise erfolgen, daB ein lyophobes 
Solteilchen sich vollsténdig oder nahe vollstéindig mit Proteinteilchen 
umgeben hat. Dann wiirden naémlich nicht nur die aggregierenden 
Krafte zwischen diesen Sekundarteilchen fiir die Flockung fehlen, 
sondern es miBte ihre EiweiBoberfliche stabilisierend wirken. Wir 
kennen in der Tat ein Beispiel, bei dem starke assoziierende Krafte 
zwischen den Proteinteilchen vorhanden sind und bei welchem durch 
den UberschuB des Proteins die Flockung gehemmt wird bzw. Schutz- 
wirkung auftritt, das ist das Leimglutin. Im Falle unserer Albumine 
(und ebenso bei dem von Pauli und E. Weiss untersuchten wasser- 
léslichen Globulin) sind dagegen die aggregierenden Krdafte an die Kongo- 
blausolteilchen gebunden. Die Sekundarteilchenbildung kann zunachst 
nur so erfolgen, da8 ein (oder nur sehr wenige) Kongofarbteilchen mit 


1 Das ist auch schon vor Jahren fiir die reine Proteinflockung von 
Goldsol und anderen negativen Lyophoben von Pauli und L. Flecker (17) 
festgestellt worden. Es bildet jedoch ein Problem fiir sich, ob der an der 
Reaktion mit dem Kongoblausol beteiligte Bruchteil des Proteins noch 
besondere Figenschaften besitzen mu8. Auf die médgliche Bedeutung. 
positiver UberschuBladungen wurde von Pauli und E. Weiss (l.e¢.) in 
diesem Zusammenhang hingewiesen. 
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einem Albuminteilchen Kombinationen vom Typus I (Abb. 4) ein- 
gehen, die sich dann zu flockenden Assoziaten (Abb. 4) vereinigen. 


Albumin Kongobleu x 


V 





Abb. 4. 


Dieses Bild wiirde unvollstandige Entladung des Farbsolteilchens 
durch ein Proteinteilchen voraussetzen, und der Ladungsrest der Farb- 
solteilchen kénnte dann die wechselseitige Anlagerung zweier solcher 
Primaraggregate vermitteln. Wohl lieBe sich zunichst noch die andere 
Méglichkeit ins Auge fassen, daB schon ein Proteinteilchen ein Kongo- 
blausolteilchen vollstandig entladet und die entladenen Primarteilchen 
etwa, wie bei einer Elektrolytflockung, auch bei der reinen Protein- 
fallung durch Aneinanderhaften zu Flocken vom Typus III (Abb. 4) 
zusammentreten. Gegen diese Auffassung sprechen jedoch neben 
topischen Schwierigkeiten die Tatsachen, 1. der Schutzwirkung durch 
die gleichzeitige Anwesenheit von Neutralsalz und 2. die Reversibilitat 
der Proteinkongofarbflockung durch nachtrdglichen Zusatz einer sonst 
schiitzenden Neutralsalzkonzentration. Es ist nimlich einerseits nicht 
méglich, daB der hohe schiitzende (z. B. bis 3n!) Neutralsalzzusatz 
etwa die einzelnen Kongosolteilchen wieder vom Protein ablést, ohne 
sie zu flocken, und ebenso vermag er nicht, aneinander haftende Kongo- 
farbsolteilchen, wie in III (Abb. 4), auseinander zu drangen. Dagegen 
kénnte er durch die Beseitigung von kleinen Ladungsresten an den 
Kongoblauteilchen und vielleicht auch durch die Verainderung am 
zwitterionischen Protein den schwachen Zusammenhalt zwischen den 
Primaraggregatteilchen geniigend lockern, um die aus diesen zusammen- 
gesetzten Sekundaraggregatbildungen (Abb. 4,11) zu _ dispergieren. 
Desaggregierende Wirkungen von Neutralsalz bei Proteinen sind z. B. 
von den Globulinen und dem Leimglutin seit jeher bekannt. 


13. Fir die scharfere Erkenntnis des Schutzwirkungsmechanismus 
ist es von grundsatzlicher Wichtigkeit, daB ein solcher auch bei einem 
nicht flockenden und nicht kolloiden, wohl aber zwitterionischen Partner 
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besteht. Glykokoll vermag bei entsprechend hohem Gehalt auch gegen 
sehr hohe Neutralsalzkonzentrationen, z. B. den 20fachen Schwellen- 
wert, zu schiitzen. Hier kann es sich nur um eine direkte EinfluBnahme 
auf die Farbsolteilchen handeln, darin bestehend, daB die Aminosaure, 
um dieselben eine inaktivierende ,,zwitterionische Atmosphare“ schafft, 
welche der Ausbildung einer Debyeschen Verteilung der Elektrolytionen 
um die Solteilchen und damit der Entladung und Flockung durch das 
Salz entgegenwirkt. Aus schon erérterten Griinden ist diese ,,zwitter- 
ionische Atmosphare“ nicht (wie beim angelagerten Proteinteilchen) 
fixiert und deshalb je nach dem Uberschu8 des Neutralsalzes iiber das 
Glykokoll unter Aufhebung des Schutzes mehr oder weniger ver- 
drangbar. 

Wie es durch das Glykokoll zu einem Schutz gegen Elektrolyt - 
flockung kommt, so vermag es andererseits auch einen Schutz gegen 
die Proteinflockung zu gewahren, also als Ersatz des Neutralsalzes in 
dieser Kombination zu funktionieren. Es ist in diesem Zusammenhang 
von Interesse, daB dabei das Glykokoll, entsprechend seinen ionalen 
Aktivitatsverhaltnissen, in annahernd der dreifachen Konzentration 
des Kochsalzes wirksam ist. Halten wir, wie bisher, daran fest, daB 
die Farbsolteilchen die Aggregation vermitteln, so ist es verstandlich, 
daB in der eben geschilderten Weise durch Inaktivierung der Ladungs- 
reste der Farbsolteilchen im Primaraggregat (Abb. 4, 11) mittels des 
zwitterionischen Glykokolls die assoziierenden Krafte der Solteilchen 
herabgesetzt werden. Dabei kénnte auch eine desaggregierende Wirkung 
des Glykokolls auf den Proteinanteil bete‘ligt sein. Gegenseitige 
Léslichkeitserhéhungen verschiedener Aminoséiuren durch wechsel- 
seitige Inaktivierung der Zwitterionen wiirden hierzu ein Analogon 
bilden, auf welches schon N. Bjerrum (12) hingewiesen hat. 

14. Besonderen Hervorhebens bedarf das Verhalten des Ovalbumins. 
Diesem fehlt namlich jede erhebliche Schutzwirkung auf das Kongo- 
blausol sowohl bei Zusatz von Neutralsalz, als auch von Glykokoll. 
Hier muB wohl ein neuer Umstand eingetreten sein, welcher die Wechsel- 
wirkung der Kongosolteilchen mit Salz oder Glykokoll aufhebt und 
diejenige zwischen Eialbumin und den Farbsolteilchen bevorzugt. 
Nach den Beobachtungen tiber die Umkehrbarkeit der Seralbumin- 
Kongofarbsolflockung mittels nachtraglichem Salzzusatz kann_ bei 
diesem EiweiBkérper an der Reversibilitat der aggregierenden Reak- 
tionen nicht gezweifelt werden. Beim Ovalbumin ware jedoch mit dem 
moéglicherweise irreversiblen Charakter seiner Zustandsainderungen 
infolge anschlieBender intramolekularer Umlagerungen zu_rechnen, 
da solche irreversible Anderungen gerade bei diesem Protein (und 
dem Pseudoglobulin), wie erst kiirzlich (19) bei den verschiedensten 
Eingriffen (Hitzegerinnung, Alkoholkoagulation, gewisse Anionen- 





eff 
die 
im 
Su 
Sil 


pe ) 


alk 
(wu 


flo 
ZU 
sol 
un 


ki 
tei 
mi 
de! 
vo 
nu 
not 
vol 
any 
Dr 
det 
me 


un 
zug 
auc 
Gr 
wil 
der 


for 
kar 
als 
gez 
em 
por 
glei 











Allgemeine Chemie der Kolloid-Kolloidreaktionen. II. 97 


effekte) eingehend gezeigt wurde, zum Unterschied vom Seralbumin 
die Regel bilden. So kénnten auch begleitende molekulare Anderungen 
im Protein die Wechselwirkung des Ovalbumins mit den angelagerten 
Sulfosiuregruppen des Kongofarbstoffs irreversibel machen. In diesem 
Sinne ist es vielleicht von Bedeutung, daB das feiner disperse und seiner 
positiven ionischen Gruppen beraubte Kongorot nach Pawli und 
E. Weiss (l.c.) zum Unterschied vom Kongoblausol weder mit Ser- 
albumin noch Glutin, wohl aber mit Ovalbumin und Pseudoglobulin 
(und zwar rot) flockt. 

Sehr bemerkenswert ist der Befund, daB an sich das _ Farbsol 
flockende Ovalbuminkonzentrationen mit ebenso flockendem Seralbumin 
zusammen geschiitzte Kombinationen geben kénnen. Diese Tatsache 
soll wegen ihres vielfachen auBerordentlichen Interesses noch eingehend 
untersucht werden. Jedenfalls weist sie darauf hin, daB unter Umstanden 
Assoziationen zwischen verschiedenen Proteinen méglich sind. 

15. Die Verhaltnisse bei der Sensibilisierung lassen sich nunmehr 
kiirzer zusammenfassen. DaB in diesem Gebiet die Zahl der Protein- 
teilchen gegeniiber derjenigen der Farbsolteilchen stark zuriicktreten 
muB, kommt am Seralbumin besonders deutlich zutage. Verglichen mit 
der vollstandigen Flockung durch das reine Protein ist bei einer ebenso 
vollstaéndigen Sensibilisierungsflockung in der Kombination mit NaC] 
nur 1/399 bis /g99 des Proteingehaltes, also auch der EiweiBteilchenzah| 
notwendig. In diesem Bereich ist die EiweiBflockung vollstaéndig und 
von vornherein anzunehmen, daB das Salz an den Kongoteilchen 
angreift. Man kann dabei vollkommene Flockung schon mit einem 
Drittel des Salzschwellenwertes erzielen. Die Aggregation erfolgt hier 
derart, daB das Proteinteilchen einen Kern bildet, an den sich eine 
mehr oder minder groBe Zahl von Farbsolteilchen anlagert (Abb. 4, IV). 
Auf diese Weise werden groBe Sekundarteilchen von hoher Wertigkeit 
und gesteigerter Inaktivierung der Gegenionen gebildet. Da das Protein 
zugleich die Gesamtladung des Farbsols erniedrigt, so nimmt diese 
auch mit steigendem Proteingehalt ab, wodurch innerhalb gewisser 
Grenzen gleichfalls die Stabilitat der Sekundiarteilchen herabgesetzt 
wird. Die Bildung hochwertiger Sekundarteilchen und die Abnahme 
der Gesamtladung sind somit fiir die Sensibilisierung in unserem Falle 
maBgebend. Beide Faktoren fallen bei Verwendung von Glykokoll 
fort, dem in der Tat auch jede sensibilisierende Fahigkeit fehlt. Dagegen 
kann statt des Proteins irgendein vielwertiges positives Solteilchen 
als Sekundarteilchenkern dienen, wie Pauli und E. Weiss am Al-Oxydsol 
gezeigt haben, wobei, wie beim EiweiB, eine hochgradige Flockungs- 
empfindlichkeit, z. B. gegen CO, auftritt, welche selbst keine der Kom- 
ponenten flockt. Da man mit NaCl nach unseren Versuchen nahe die 
gleiche niedrige Flockungsgrenze am Seralbumin erreicht, wie bei CO,, 
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so ist der Mechanismus der Falhung bei beiden gemeinsam und die Ersetz- 
barkeit des stark ampholytoiden Proteins durch Al-Oxydsol lehrt, daB 
wohl die Polyvalenz an positiven Gruppen, nicht aber der zwitterionische 
Aufbau des EiweiBes bei dieser Sensitivierung maBgebend ist. 

Das Ovalbumin zeigt nicht nur hinsichtlich des Schutzes, sondern 
auch der Sensibilisierung gewisse Unterschiede gegeniiber dem Ser- 
albumin. Schon sein Schwellenwert fiir maximale Flockung und 
namentlich fir den Beginn der Farbsolfallung liegt merklich héher als 
beim reinen Seralbumin. Auch die Sensibilisierungseffekte sind hier 
auf ein weit kleineres Gebiet beschrinkt. Fir vollkommene Sensibili- 
sierungsflockung kann man nicht unter ein Sechstel des entsprechenden 
Schwellenwertes von reinem Ovalbumin hinuntergehen. Zwei Um- 
stainde kommen fir diese Unterschiede in Betracht: Vorerst ist die 
Hoéchstzahl an positiven Gruppen (bezogen auf die Gewichtseinheit 
Protein) beim Ovalbumin um etwa 25%, niedriger [Literatur (20)]. 
Ferner hat das Seralbumin das doppelte Molekulargewicht, also ent- 
sprechend gréBere Teilchen. Auf diese Weise wird einerseits die Ab- 
nahme der Gesamtladung des Kongofarbsols bei Ovalbumin fiir die 
gleiche Menge Protein kleiner sein, andererseits werden um das héher- 
wertige und gréBere Seralbuminteilchen als Kern weit gréBere, leichter 
inaktivierbare und instabilere (sensiblere) Sekundéraggregate des Kongo- 
farbsols gebildet werden. 

Wir geben zum AbschluB im folgenden eine Ubersichtstabelle iiber 
Schutzwirkung und Sensibilisierung bei den verschiedenen Kom- 
binationen. 

Tabelle I. 





Komponenten > ) Seralbumin Ovalbumin Glykokoll 
v 


6 — Flockung Flockung Keine Flock. 

NaC l{bzw.(NH4)g80,4| Flockung Schutzw. u.Sensib. Keine Schutzw.; Schutzw. 
Sensib. Keine Sensib. 

Mg Cly (bzw. MgSO,) Flockung Schutzw.u.Sensib. Keine Schutzw.| Schutzw. 
Keine Sensib. | Keine Sensib. 


Glykokoll Keine Flock. Schutzw. Keine Schutzw. _ 
Keine Sensib. Keine Sensib. 
Seralbumin Flockung — Schutzw. Schutzw. 


Keine Sensib. |KeineSensil). 


16. Als letzte Gruppe von Erscheinungen sei hier noch auf die 
zeitlichen Farbwandlungen gegen Rot hingewiesen, die im Gebiet der 
Schutzwirkung auftreten. Sie setzen also die mindestens teilweise 
Hemmung der Flockung, ferner Anwesenheit von Protein oder Amino- 
siure sowie von Neutralsalz voraus. Letzteres kann neben Protein 
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durch eine einfache Aminosdure ersetzt werden. Unter Hinweis auf 
zahlreiche Einzelheiten (im experimentellen Teil) sei zunachst in einer 
Tabelle ein Uberblick der Mindestkonzentration gegeben, die zur 
Herbeifiihrung einer eben erkennbaren Farbverschiebung ausreichen. 
Es ist fiir je eine Kombination der Minimalgehalt (fettgedruckt) des 
einen, daneben die zu diesem gehérige Konzentration des anderen 
Partners angefiihrt. 
Tabelle II. 





1, NaCl + Seralbumin | 2. Glykokoll + Seralbumin 3. Na Cl + Glykokoll 
1.10-2n 1,46°, 7,5.10-2n 1,67.10-19, 5.10-8n 2,1 n 
4.5.10-In 4,1.10 2% 1,5n 1.10-2% 1,5.10-In 38.10-1n 


Diese zeitliche Farbreaktion erweist sich vor allem viel weniger 
empfindlich als die bisher beschriebenen Wechselwirkungen von Farbsol 
und Proteinen. Schon gelegentlich der Erérterung der Irreversibilitat 
des Rotumschlags durch Erwirmen war ausgefiihrt worden, daB es 
sich hier um eine dauernde Umlagerung von chinoid in azoid infolge 
einer Stabilisierung der Aminoform des Farbmolekiils handeln diirfte, 
fiir welche in erster Linie eine séureamidartige Reaktion zwischen 
der Imoniumgruppe desselben mit assoziierten Carboxylen des Proteins 
(oder Glykokolls) in Betracht kommt. Ein gleicher Vorgang ware 
wohl auch fiir die zeitliche Farbverschiebung im Schutzwirkungs- 
bereich anzunehmen. Er ist hier an eine betrachtliche Ionenstarke in 
der Lésung und an eine hohe Aminosiurekonzentration an der Sol- 
teilchenoberflache gebunden. Dem Glykokoll kommt dabei eine Doppel- 
funktion zu. Es kann sowohl das Salz als auch das Protein ersetzen. 
Als Salzersatz muB es beim Seralbumin, wie der Vergleich der Kom- 
binationen 1 und 2 (Tabelle IT) lehrt, die drei- bis sechsfache Normalitat 
des NaCl erreichen, driickt aber zugleich die nétige Proteinmenge 
herab. Berechnet man andererseits die maximale Normalitat der 
Carboxylgruppen des Seralbumins, um in den Kombinationen 1 und 3 
(Tabelle I1) dessen Minimalwert mit dem des Glykokolls zu vergleichen, 
so ergibt sich, daB das Glykokoll annaihernd 500mal so viel, namlich 
3 .10-! n Carboxylgruppen zur Verfiigung stellen muB als das Protein. 
Allerdings bewirkt wiederum die gleichzeitige Vermehrung der lonen- 
stirke, daB dann nur ein Drittel des Salzgehaltes gegeniiber dem beim 
Seralbumin (4,5. 10-1 n NaCl) erforderlich wird. Die Méglichkeit, daB 
eine anhydridartige Verkniipfung der aneinandergelagerten Gruppen 
durch die wasserentziehende Wirkung in héheren Tonalitaéten begiinstigt 
wird, muB hier vor allem herangezogen werden, doch liegt fiir diese 
einstweilige Hypothese ein strenger Beweis noch nicht vor. 

17. In den vorstehenden Betrachtungen konnte das beigebrachte 
Material in vielen Einzelheiten nicht voll beriicksichtigt werden, dazu 
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bedarf es weiterer erginzender Untersuchungen, die im Gange sind. 
Dann erst wird auch neuerlich eine Erérterung der vorliegenden zah|- 
reichen Angaben der Literatur erfolgen kénnen. Die Fruchtbarkeit 
des Studiums der wechselseitigen Reaktionen amphiionisch gebaute: 
Kolloide, sowie die groBe Bedeutung konstitutiver Beziehungen bei 
den Kolloidreaktionen, diirfte auch weiterhin offenbar werden.  Ins- 
besondere ist wohl, wie dies hier versucht wurde, von der Erfassung 
begleitender charakteristischer Gruppenreaktionen auf der einen 
Seite und von der parallelen Heranziehung einfacher Modelle eines 
Zwitterions, z. B. des Glykokolls, und des Begriffes der zwitterionischen 
Atmosphare auf der anderen Seite, sowie nicht zuletzt von der Beriick- 
sichtigung der Anderungen in der Aktivitaét des Proteinzwitterions und 
seiner Dissoziationskonstanten noch manche Aufkléarung zu erwarten. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft statten wir 
fiir eine dem einen von uns (Pauli) gewahrte Sachbeihilfe ergebenen 


Dank ab. 
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B. Experimenteller Teil. 
I. Herstellung der Sole. 


Seralbumin. Aus frischem Pferdeserum wurden durch Halbsattigung 
mit Ammonsulfat die Globuline ausgefallt, das Filtrat mit Amonsulfat 
gesattigt, der Niederschlag nach der Filtration in méglichst wenig H,O 
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gelést. Vierwéchige Dialyse im Faltendialysator, darauf mit allmahlicher 
Spannungsvermehrung zuletzt direkt bei 220 Volt elektrodialysiert. Durch 
wiederholtes Abhebern der iiberstehenden Wasserschicht konnte das Serum- 
albumin nach Bedarf konzentriert werden. Die Konzentrationen der so 
bereiteten Albuminsole bewegten sich meist zwischen 1,67 und 2,25%,, die 
Bruttoleitfahigkeiten zwischen 5,89 bis 7,27. 10-*rez. Ohm. Ein auf diese 
Weise besonders konzentriertes Serumalbuminsol hatte bei einem Gehalt 
von 5,85°, eine spezifische Leitfahigkeit von 1,12. 10-° rez. Ohm. 

Ovalbumin. Das von den Dottern getrennte Eiklar von 25 Kiern wurde zu 
Schaum geschlagen und unter Toluol zusammenfallen gelassen, dann mit destil- 
liertem Wasser auf das doppelte Volumen verdiinnt. Bei der sehr vorsichtig 
gesteigerten Elektrodialyse setzten die Globuline ab. Das Filtrat wurde nun 
bei 220 Volt einer nochmaligen Elektrodialyse unterworfen und unter Schich- 
tung konzentriert zu einem Sol von 3,307°,, und 1,33 . 10~° reziproke Ohm. 

Kongoblausol. Aut Grund der Angaben von Wo. Pauli und E. Weiss 
wurde das Kongoblausol in folgender Weise hergestellt: Die rote Lésung 
des Na-Salzes der Kongosaéure! wurde in einem groBen Paulischen Elektro- 
dialysator mit Pt-Ag-Elektroden (von Fritz Kohler, Leipzig) bei 220 Volt 
elektrodialysiert. Nach ungefahr 24 Stunden wird die Lésung violett, dann 
blau, und es setzt sich ein tiefblauer voluminéser Niederschlag ab. Die 
iiberstehende wasserklare Fliissigkeit wird durch destilliertes Wasser 
ersetzt und darin der Niederschlag zerteilt. Die neuerliche Absetzung der 
blauen Flocken im elektrischen Strom erfolgt jetzt nach kurzer Zeit. Der 
Ersatz durch frisches destilliertes Wasser wird einige Male wiederholt, die 
letzten Male wird jedoch Leitfaihigkeitswasser (* = 6. 10-’ rez. Ohm) 
verwendet. Sobald sich die Leitfahigkeit der iiberstehenden Fliissigkeit 
als konstant erweist (etwa 3. 10-® rez. Ohm), wird diese méglichst vollstandig 
abgehebert und der blaue Niederschlag in einen Jenaer Kolben gebracht. 
mit Leitfahigkeitswasser beschickt und einige Stunden geschiittelt. Der 
iiberwiegende Teil des Niederschlags ist nun in Lésung gegangen, die sich 
von dem geringfiigigen schwerléslichen Rest durch Abdekantieren nach 
24stiindigem Stehen, vollstandiger durch 20 Minuten langes Zentrifugieren, 
trennen 1la8t. Das verwendete Kongoblaustammsol hatte bei einer Kon- 
zentration von 0,0785°, urspriinglich eine Leitfahigkeit von 5,8 . 10~° rez. 
Ohm. Dieses Sol erwies sich als unbegrenzt stabil, jedoch stieg im Laufe 
der Zeit die Leitfihigkeit (nach einem Jahr) auf 6,56. 10-° rez. Ohm und 
weiter (nach 18 Monaten) auf 7,2.10-5rez.Ohm. Gleichlaufend damit 
erhéhten sich die Schwellenwerte der Salz- und Proteinflockungen z. B. fiir 
NaCl von urspriinglich 1,5. 10-*n iiber 2. 10-*n auf 2,5. 10-*n; fiir Ser- 
albumin von urspriinglich 1.10-°°, iiber 2,75.10-°°, auf 5. 103°. 
(Kongoendkonzentration von 3,14. 10-%°,.) 

Kongorubinsol. In gleicher Weise wurde das blaue Kongorubinsol 
durch abgestufte Elektrodialyse der wiisserigen Na-Salzlésung hergestellt. 
Das Ausgangssol hatte bei einer Konzentration von 0,039°, eine Leit- 
fihigkeit von 1,64. 10-4 rez. Ohm. 


II. Empfindlichkeit des blauen Kongosols gegen Verunreiniqungen. 


Die bei allen mit dem Kongosol angestellten Versuchen auftretenden 
Stérungen lieBen sich als bereits das reine Kongoblau beeinflussende Ver 


Die verwendeten Kongofarbstoffe wurden in iiberaus dankenswerter 
Weise dem Institut von der Wiener Vertretung der I. G. Farbenindustrie 
A. G. zur Verfiigung gestellt. 
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unreinigungen nachweisen. Sie stammen im wesentlichen aus vier Quellen: 
1. aus dem Wasser, 2. aus den GefaBen, 3. aus den Reagenzien, 4. aus der 
Atmosphare. 

Zul. Das verwendete, zweimal destillierte Leitfahigkeitswasser wurde 
mittels einer besonderen Apparatur zuletzt im Vakuum bei 18° destilliert 
und in besonders konstruierten GeféiBen geschiitzt aufbewahrt. In diesen 
erwies sich seine Leitfahigkeit von 6 bis 8 . 10-7 rez. Ohm bestandig, sie 
wurde taglich kontrolliert. 

Zu2. Die Notwendigkeit von Jenaer GlasgeféBen haben Wo. Pauli 
und E. Weiss bereits betont. Auch das Jenaer Glas muB griindlich gedampft 
werden. Weiter ist bei der Reinigung auf die vollstandige Beseitigung 
letzter an der Glaswand erstaunlich hartnackig haftender Reste von Chrom- 
schwefelsdéure oder Alkali zu achten. Selbst an den Schliffen aus Jenaer Glas 
schlagen Kongoblausole in rot um, deshalb wurden zur Aufbewahrung der 
Kongosole nur Jenaer Kolben mit AuBenschliff verwendet. Auch die 
Elektrolytlésungen sind nur in Jenaer Glas zu halten (s. unten). 

Zu 3. In den Bereich der Betrachtung gezogen waren von vornherein — 
unter vorlaufiger Ausschaltung der basisch hydrolysierenden Salze, die 
das blaue Kongosol an und fiir sich rot farben und rot flocken nur solche 
Elektrolyte, die sich nach Ursprung und Analyse als zuverlassig chemisch 
rein und vor allem alkalifrei ergaben. In vielen Fallen konnte trotzdem 
das Kongosol beeinflussendes Vorhandensein von alkalischer Verunreinigung 
mittels folgender Methode noch erhoben werden: Zu 5 cem der gesattigten 
Elektrolytlésung wurde in einem Jenaer Kélbchen aus einer Jenaer Pipette 
tropfenweise Kongoblausol zugesetzt. Bei der geringfiigigsten Anwesenheit 
von Alkali erfuhren der oder die ersten Tropfen rote und erst die folgenden 
blaue Flockung. Die Tropfenanzahlen bis zur Blauflockung verhalten sich — 
bei méglichst gleicher Tropfengr6Be und fiir die gleiche Elektrolytmenge 
umgekehrt wie die Kongokonzentrationen. Je verdiinnter das verwendete 
Kongoblausol, desto empfindlicher die Reaktion. Das Verfahren gestattet 
auch, diese kleinen Alkalimengen abzufangen. Mit einem verdiinnten Kongo- 
blausol bestimmt man fiir eine bestimmte Elektrolytmenge die Anzahl 
Tropfen bis zur Blauflockung, diese sei n, von einem m-mal konzentrierteren 
Kongoblausol geniigen »/m Tropfen. Die Konzentration des Kongoblausols 
kann nun passend so gewahlt werden, daB ein einziger kleiner Tropfen zum 
Abfangen des Alkalis geniigt. Die Konzentration der gesattigten Elektrolyt- 
lésung hat sich durch Zusatz dieses Tropfens nicht merklich geandert. 
LaBt man die auftretenden roten Flocken absetzen und dekantiert dann 
ab, so erweist sich die Elektrolytlésung nunmehr als vollstandig alkalifrei : 
Schon der erste noch so kleine Tropfen eines noch so verdiinnten Kongo- 
blausols ruft nun sofort blaue Flockung hervor. Im Kontrollversuch, bei 
dem der Tropfen konzentrierten Kongoblausols durch einen gleich groBen 
Tropfen Leitfahigkeitswasser ersetzt worden war, trat, wie urspriinglich, 
rote Flockung auf. Von den Salzen: NaCl, KCl, KNO;, MgCl, und MgSO, 
fanden sich nur die mit Marke ,,Kahlbaum‘ bezeichneten als vollkommen 
alkalifrei; schon der erste Tropfen eines 0,1°,igen Kongoblausols, 5 cem 
der gesattigten Lésungen zugesetzt, flockt blau. Dagegen verbrauchen 
5 cem gesattigter Lésung von NaCl, KCl, KN O, purissimum Kahlhaum oder 
pro analysi Merck 3 Tropfen einer 0,0785°, igen (1 Tropfen einer 0,24 °, igen) 
Kongoblaulésung, von MgCl, und MgSO, purissimum Kahlbawm oder pro 

analysi Merck mehr als 10 Tropfen zum Abfangen des Alkalis. Wahrend 
es einerseits Salze gibt, die selbst in héchst gereinigten Produkten stets 
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Alkali aufweisen (selbst K Br, Marke ,,Kahklbaum“, farbt noch den 20. Tropfen 
einer 0,01°,igen Kongoblaulésung violett, 1 Tropfen eines 0,24°,igen 
Kongoblausols ist zum Abfangen nétig; jedes andere KBr enthalt noch 
mehr Alkali), erweisen sich andererseits Salze wie (NH 4)sSO, oder BaCl, 
verschiedenster Provenienz stets als alkalifrei. Letzteres jedoch nur, wenn 
es die Bezeichnung ,,alkalifrei*‘ tragt. Verwendet man bei diesen Unter- 
suchungen Kongorubinsol an Stelle des Kongoblausols, so treten die gleichen 
Erscheinungen, jedoch schwacher, auf. 

Zum Vergleich mit diesen kolloiden Aminosulfosiuren wurde das 
molekulardisperse Methylorange herangezogen (0,02 g der festen Methyl- 
orange, in 100 ccm heiBen Wassers gelést, nach dem Erkalten abfiltriert). 
Einige Tropfen dieser Methylorangelésung zu gesiattigten Elektrolyt- 
lésungen, geben immer dann gelb (orange), wenn Kongoblau- oder Kongo- 
rubinzusatz rote (violette) Flockung hervorruft. Rot farbt sie sich nur dann, 
wenn Kongo- oder Kongorubinzusatz Blauflockung hervorruft, also bei 
eimgen Salzen wie (NH,4),8O, oder NaCl, Marke ,,AKahlbaum** von An- 
fang an, bei den anderen nach angewendetem Abfangverfahren. 

Zu 4. Eine zeitlang trat eine Erscheinung auf, die es fraglich erscheinen 
lieB, ob es auf Grund der angegebenen Vorschrift iiberhaupt mdéglich sei, 
stabile Kongoblausole herzustellen, bis es gelang, die Ursache der Stérung 
in der Atmosphire des Arbeitsraumes zu finden und damit auszuschalten. 
Bei Aufstellung der Reihen zur Ermittlung der Schwellenwerte fiir die 
Flockung des Kongosols durch Elektrolyte und Proteine trat nimlich 
in den Proberéhrchen, die als Kontrollversuche reines Kongoblausol ent- 
hielten, ein eigenartiges Schichtungsphinomen auf: Im Laufe einiger 
Stunden sank ein blauer Anteil, ohne daB sichtbare Flocken zu bemerken 
waren, zu Boden und nahm zuletzt bei tief dunkelblauer (der Konzen- 
trierung entsprechender) Farbung ungefahr den sechsten Teil des Gesamt- 
volumens der urspriinglichen viel helleren blauen Fliissigkeit ein; der iiber- 
stehende klare Anteil erwies sich als reines Wasser. Die blaue Schicht 
zeigte auch durch die scharfsten Lupen keine Flocken, im Ultramikroskop 
waren jedoch Sekundarteilchen bemerkbar. Die Proben, die Elektrolyt- 
zusatze enthielten, zeigten das Schichtungsphinomen nicht; oberhalb 
einer bestimmten Elektrolytkonzentration (dem Schwellenwert, der aller- 
dings ungew6éhnlich hoch war) trat normale Flockung ein, bis eine Zehner- 
potenz unterhalb des Schwellenwertes wirkte der Elektrolytzusatz stabili- 
sierend, die Schichtung verhindernd. Ahnlich wirkten Proteinzusitze, auch 
hier waren die Schwellenwerte auffallend erhéht, doch wirkten nur Protein- 
zusatze in einem Konzentrationsbereich unmittelbar unter dem Schwellen- 
wert stabilisierend. 

Die in ausgedehnten Versuchen studierte Erscheinung konnte schlieBlich 
auf Spuren von Saéuredimpfen in der Laboratoriumsluft zuriickgefiihrt 
und beseitigt werden. 


III. Die Farbreaktion des reinen Kongoblausols und die modifizierenden 
Einjfliisse der Kohlensdéure sowie von Elektrolyt-, Protein- und Aminosdure- 
zusatzen. 


1. Temperaturwirkung. 


Schon die ersten Versuche zeigten, daB der Einflu®B der Kongokonzen- 
tration (Pauli und Weiss) auf den Farbumschlag beim Erhitzen sich auch auf 
die Reversibilitat, der EinfluB von Elektrolyt- und Proteinzusatzen auch auf 
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den Farbenumschlag erstreckt. Fiir die quantitative Untersuchung diese: 
Krschemungen war es notwendig, den Temperaturanstieg geniigend langsam 
und regelmaBig verlaufen zu lassen. Erhitzt wurde in einem Wasserbad 
aus Glas, mit Thermometer und Riihrvorrichtung. Die erforderlichen 
Verdiinnungen des Kongosols und Mischungen mit den Zusiaitzen wurden 
vor dem Erhitzen immer frisch bereitet und zu je 6cem in die Reagenz- 
rohrehen aus Jenaer Glas gefiillt. In ungefahr Zweidrittelhéhe derselben 
befand sich eine kugelf6érmige Erweiterung, so dal zugleich auch eine dickere 
Sehicht beobachtet werden konnte. Die Heizvorrichtung wurde auf einen 
Temperaturanstieg von 3° pro Minute eingestellt. Auf diese Weise konnten 
die Umschlagstemperaturen charakteristischer Farbnuancen von blau_ bis 
rot fixiert werden. Durch abgestufte NaOH -Titration von Kongoblausolen 
entsprechender IKonzentrationen waren Standardfarben zum kolorimet i 
schen Vergleich in Réhrehen gleicher Dicke gegeben: 1. blau, 2. Stich ins 
Violette, 3. blauviolett, 4. violett, 5. rotviolett, 6. weinrot, 7. rot. 


Untersucht wurden folgende Kongoblaukonzentrationen : 


'ifache Konzentration = 1,307. 10-4°, Kongoblau 
i ® - = 2,615 .10-4*% io 

l % rm 6,23 .10-*Y% - 

2 ” i 1,046 . 10-39, és 

3 " a 1,569 . 10-*%, - 

4 = - = 2,092 . 10-*% - 

5 = 2,615. 10-%°,, - 
Se. - 3,033 . 10-3 °, ‘ 

6 z - = 3,14 . 10-%° 


Unterhalb der '/,fachen Konzentration (1,307 . 10-4 Gewichtsprozent 
Kongoblau) sind die Farben der Lésungen fiir die Beobachtung zu blaB. 
oberhalb der sechsfachen Konzentration (3,14. 10-°°, Kongoblau) ist im 
Wasserbad kein Farbenumschlag zu erreichen. Der Bereich zwischen det 
einfachen und der sechsfachen Konzentration liefert die genauesten Werte. 
Die '/,fache Konzentration bringt schon haufig Abweichungen von + 2°, 
jedoch stimmen noch immer haufigste Werte und Mittelwerte der Ab- 
weichungen genau tiberein. Die '/,fache Konzentration gibt keine scharf 
reproduzierbare Temperaturwerte mehr, die Beobachtung ist hier schon 
durch die Blasse der Farben erschwert, doch stimmen die Mittelwerte mit 
den extrapolierten Werten gut tiberein. 

Ungefahr 20 bis 25° vor Erreichung der ersten Farbnuance (Stich ins 
Violette) beginnt das Blau der Kongolésungen fahl zu werden und wird mit 
zunehmender Temperatur immer blasser (je geringer die Kongokonzentration, 
desto auffallender; unterhalb der einfachen Konzentration §,23 . -10-¢ 
wird es nahezu farblos). Von der Nuance ,.Stich ins Violette’ an beginnen 
die Farben wieder deutlicher, von ,,Violett*‘ an wieder lebhaft zu werden. 
Der Beginn des Farbumschlags hangt von der Kongokonzentration ab. 
und zwar steigt der Temperaturpunkt mit der Kongokonzentration in 
bestummter Gesetzmabigkeit an, die Temperatursteigerung von eine! 
Farbnuance zur anderen ist aber fiir alle Kongokonzentrationen (dasselbe 
gilt auch fiir alle Kongoproben mit Zusaétzen), von unbedeutenden Schwan 
kungen abgesehen, die gleiche. Fi die kurvenmaBige Darstellung de 
Abhanygigkeit der Farbumschlagstem peratur von der Kongoblaukonzentrat ion 
ist es gleichgiiltig, welche Farbnuance man zur Darstellung heranzieht, 
die Kurven sind gegeneinander nur parallel verschoben. In den Kurven 
tafeln, Abb. | und 2 (Allgemeiner Teil), ist die Abhangigkeit der Umschlag- 
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temperaturen bei der Farbnuance ,,blauriolett™ von der Kongokonzentration 
dargestellt, und zwar in Kurve A fiir reines Kongoblau, in den Kurven /3 
CU, D tir Kongoblau mit drei verschiedenen NaCl-Zusatzen (B: 2. 10>" n, 


C: 5. 10-8n, D: 2.10-89n Endkonzentrationen NaCl), in den Kurven E 


und F tiir Kongoblau mit zwei verschiedenen Glykokolizusaétzen (EF: 2. 10-*n, 


F:5.104n Kndkonzentrationen Glykokoll). In Tabelle I] a, b sind die Tem- 
peraturpunkte aller Nuancen fiir vier herausgegriffene charakteristische 


Konzentrationen (ein-, zwei-, vier- und sechsfache Konzentration) an 
gegeben, und zwar in gleicher Benennung wie in den Abb. | und 2. 
Zusdize von Neutralsalzen erniedrigen die Temperaturen der Umschlag- 


punkte, und zwar um so mehr, je kleiner die Kongoblau- und je gréBer die 


Salzkonzentration ist. Ein Zusatz von 1. 10-3n Endkonzentration NaC! 
zeigt diese Erscheinung gerade noch angedeutet, niedrigere Na(Cl-Kon 
zentrationen tiberhaupt nicht mehr. Deutlich ist sie erst von 2. 10-* n 
NaCl aufwarts. Der héchstmédgliche NaCl-Zusatz betragt 2. 10-2 n, bei 
héherer NaCl-Konzentration wird der Schwellenwert bereits Uberschritten. 

Leitet man vor dem Erhitzen CO, durch die Proben, so tritt bei reinem 
Kongoblau auch bei niedrigen Konzentrationen bis 100° iiberhaupt kein 
Farbumschlag ein, man kann ihn erst durch etwa einstiindiges Kochen 
herbeifiihren. Bei Anwesenheit von 2.10-2n NaC! tritt der Umschlag 
wenige Minuten nach Erreichung von 100° ein, bei Anwesenheit von weniger 
NaCl dauert es langer, aber bis zur NaC l-Konzentration | . 10-* noch immer 
weniger lange als bei reinem Kongoblau. Riihrt man aber nach Erreichung 
von 100° mit einem diinnen Jenaer Glasréhrchen um, so entweicht bei allen 
Proben CQO, in Blasen und von oben nach unten fortschreitend erfolgt 
sofort Farbumschlag in Rot. 

Leitet man andererseits zur Vertreibung von CO, beim Erhitzen 
N, durch die Proben, so tritt eine bedeutende Herabsetzung der Farb 
umschlagstemperaturen ein. (Kurven A’ bis D’ in Abb. 1, Kolonnen A’ 
bis D’ in Tabelle I1b.) 

Aus den Zusammenstellungen und Abbildungen geht der Zusammen 
hang der CO,- und Salzwirkung (in gleicher Weise wie NaC] wirkt z. B 
(NH,),8O,) in bezug auf die Herabsetzung der Farbumschlagstemperatu 
von Kongoblau eindeutig hervor. 

Anders verhalt es sich bei Zusaétzen von Proteinen oder Aminosa&uren 
Die Erniedrigung durch solche Zusatze ist von vornhereim starker, und zwar 
fiir alle Kongoblaukonzentrationen ungefahr gleich stark. Sie steigt mur 
mit zunehmender Konzentration der Zusétze von Protein oder Aminosaure 
Diese relative Erniedrigung gegen reines Kongoblau bleibt hier auch nach 
Vertreiben von CO, in mindestens gleichem AusmaB erhalten In der 
Abb. 2 zeigen die Kurven £ und F die Erniedrigung der Umschlagstempera 
turen durch Zusatz von Glykokoll (und zwar Kurve E: 2. 10-* n Glykokoll, 
Kurve F: 5. 10-*n Glykokoll) gegeniiber reinem Kongoblau (Kurve A, 
diese Kurve ist identisch mit der Kurve A der Kurventafel I) vor dem 
Vertreiben, die Kurven E’ und F” gegeniiber reinem Kongoblau (Kurve 4’ 


identisch mit Kurve A’ der Kurventafel 1) nach dem Vertreiben von CO, 


durch Ng. 

Die durchschnittliche Erniedrigung der Farbumschiagstemperaturer 
von Kongoblau betragt fi alle Kongokonzentrationen bei emem Glykokoll 
zusatz von 2. 10-*n 20°, bei einem Glykokolizusatz 5.10% n 10° 

In gleicher Weise wirken Proteinzusaitze. Auch hier ist die Herab 


setzung der Urmmschlagstemperatur bei gleichen Zusatzen fir alle Kongo 





104 Wo. Pauli u. L. Singer: 


den Farbenumschlag erstreckt. Fiir die quantitative Untersuchung dieser 
Erscheinungen war es notwendig, den Temperaturanstieg geniigend langsam 
und regelmaBig verlaufen zu lassen. Erhitzt wurde in einem Wasserbad 
aus Glas, mit Thermometer und Riihrvorrichtung. Die erforderlichen 
Verdiinnungen des Kongosols und, Mischungen mit den Zusaétzen wurden 
vor dem Erhitzen immer frisch bereitet und zu je 6cem in die Reagenz- 
rohrchen aus Jenaer Glas gefiillt. In ungefaihr Zweidrittelhdhe derselben 
befand sich eine kugelf6rmige Erweiterung, so daB zugleich auch eine dickere 
Schicht beobachtet werden konnte. Die Heizvorrichtung wurde auf einen 
Temperaturanstieg von 3° pro Minute eingestellt. Auf diese Weise konnten 
die Umschlegstemperaturen charakteristischer Farbnuancen von blau_ bis 
rot fixiert werden. Durch abgestufte NaOH-Titration von Kongoblausolen 
entsprechender Konzentrationen waren Standardfarben zum kolorimet:i- 
schen Vergleich in Réhrchen gleicher Dicke gegeben: 1. blau, 2. Stich ins 
Violette, 3. blauviolett, 4. violett, 5. rotviolett, 6. weinrot, 7. rot. 


Untersucht wurden folgende Kongoblaukonzentrationen : 


'/,fache Konzentration = 1,307. 10-4°,, Kongoblau 
ig = 2,615. 10-49% ra 
l Pa - = 6,23 .10-*% a 


bo 


1,046 . 10-3°, 


if 


. 


3 Pe = 1,569. 10-*% 

4 7 " = 2,092 . 10-*% ‘a 
5 ra $e = 2,615. 10-3°, sd 
5,8 ,, a = 3,033 . 10-%°, ™ 
6 a - = 3.34 ..10-*%, ye 


Unterhalb der '/,fachen Konzentration (1,307. 10-4 Gewichtsprozent 
Kongoblau) sind die Farben der Lésungen fiir die Beobachtung zu blaB. 
oberhalb der sechsfachen Konzentration (3,14. 10-°°, Kongoblau) ist im 
Wasserbad kein Farbenumschlag zu erreichen. Der Bereich zwischen der 
einfachen und der sechsfachen Konzentration liefert die genauesten Werte. 
Die *'/,fache Konzentration bringt schon haufig Abweichungen von + 2°, 
jedoch stimmen noch immer haufigste Werte und Mittelwerte der Ab- 
weichungen genau iiberein. Die '/,fache Konzentration gibt keine scharf 
reproduzierbare Temperaturwerte mehr, die Beobachtung ist hier schon 
durch die Blasse der Farben erschwert, doch stimmen die Mittelwerte mit 
den extrapolierten Werten gut iiberein. 

Ungefihr 20 bis 25° vor Erreichung der ersten Farbnuance (Stich ins 
Violette) beginnt das Blau der Kongolésungen fahl zu werden und wird mit 
zunehmender Temperatur immer blasser (je geringer die Kongokonzentration, 
desto auffallender; unterhalb der einfachen Konzentration = 5.23 . 10-4°, 
wird es nahezu farblos). Von der Nuance ,.Stich ins Violette*‘ an beginnen 
die Farben wieder deutlicher, von ,,Violett‘* an wieder lebhaft zu werden. 
Der Beginn des Farbumschlags hangt von der Kongokonzentration ab. 
und zwar steigt der Temperaturpunkt mit der Kongokonzentration in 
bestimmter Gesetzmabigkeit an, die Temperatursteigerung von einer 
Farbnuance zur anderen ist aber fiir alle Kongokonzentrationen (dasselbe 
gilt auch fiir alle Kongoproben mit Zusétzen), von unbedeutenden Schwan- 
kungen abgesehen, die gleiche. Fiir die kurvenmaBige Darstellung der 
Abhangigkeit der Farbumschlagstem peratur von der Kongoblaukonzentration 
ist es gleichgiiltig, welche Farbnuance man zur Darstellung heranzieht, 
die Kurven sind gegeneinander nur parallel verschoben. In den Kurven- 
tafeln, Abb. | und 2 (Allgemeiner Teil), ist die Abhangigkeit der Umschlag- 
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temperaturen bei der Farbnuance ,,blauviolett** von der Kongokonzentration 
dargestellt, und zwar in Kurve A fiir reines Kongoblau, in den Kurven 2/3, 
/, D fir Kongoblau mit drei verschiedenen NaCl-Zusaétzen (B: 2. 10-* n, 
C: 5.10-*n, D: 2.10-3n Endkonzentrationen NaCl), in den Kurven E 
und F fiir Kongoblau mit zwei verschiedenen Glykokollzusitzen (EH: 2. 10-*n, 
F:5.10-3n Endkonzentrationen Glykokoll). In Tabelle I] a, b sind die Tem- 
peraturpunkte aller Nuancen fiir vier herausgegriffene charakteristische 
Konzentrationen (ein-, zwei-, vier- und sechsfache Konzentration) an- 
gegeben, und zwar in gleicher Benennung wie in den Abb. | und 2. 

Zusdtze von Neutralsalzen erniedrigen die Temperaturen der Umschlag- 
punkte, und zwar um so mehr, je kleiner die Kongoblau- und je gréBer die 
Salzkonzentration ist. Ein Zusatz von 1. 10-3n Endkonzentration NaCl 
zeigt diese Erscheinung gerade noch angedeutet, niedrigere NaCl-Kon- 
zentrationen Uberhaupt nicht mehr. Deutlich ist sie erst von 2. 10-*n 
NaCl aufwarts. Der héchstmdgliche NaCl-Zusatz betragt 2. 10-*n, bei 
héherer NaCl-Konzentration wird der Schwellenwert bereits itiberschritten. 

Leitet man vor dem Erhitzen CO, durch die Proben, so tritt bei reinem 
Kongoblau auch bei niedrigen Konzentrationen bis 100° iiberhaupt kein 
Farbumschlag ein, man kann ihn erst durch etwa einstiindiges Kochen 
herbeifiihren. Bei Anwesenheit von 2. 10-?n NaCl tritt der Umschlag 
wenige Minuten nach Erreichung von 100° ein, bei Anwesenheit von weniger 
NaCl dauert es langer, aber bis zur NaC l-Konzentration | . 10-* noch immer 
weniger lange als bei reinem Kongoblau. Riihrt man aber nach Erreichung 
von 100° mit einem diinnen Jenaer Glasr6hrchen um, so entweicht bei allen 
Proben CQO, in Blasen und von oben nach unten fortschreitend erfolgt 
sofort Farbumschlag in Rot. 

Leitet man andererseits zur Vertreibung von CQO, beim Erhitzen 
N, durch die Proben, so tritt eine bedeutende Herabsetzung der Farb- 
umschlagstemperaturen ein. (Kurven A’ bis D’ in Abb. 1, Kolonnen A’ 
bis D’ in Tabelle IIb.) 

Aus den Zusammenstellungen und Abbildungen geht der Zusammen- 
hang der CO,- und Salzwirkung (in gleicher Weise wie NaCl wirkt z. B. 
(NH,),S0,) in bezug auf die Herabsetzung der Farbumschlagstemperatur 
von Kongoblau eindeutig hervor. 

Anders verhalt es sich bei Zusétzen von Proteinen oder Aminoséuren. 
Die Erniedrigung durch solche Zusaétze ist von vornherein starker, und zwar 
fiir alle Kongoblaukonzentrationen ungefahr gleich stark. Sie steigt nur 
mit zunehmender Konzentration der Zusaétze von Protein oder Aminoséure. 
Diese relative Erniedrigung gegen reines Kongoblau bleibt hier auch nach 
Vertreiben von CQO, in mindestens gleichem Ausma® erhalten. In der 
Abb. 2 zeigen die Kurven E und F die Erniedrigung der Umschlagstempera- 
turen durch Zusatz von Glykokoll (und zwar Kurve E: 2 . 10-* n Glykokoll, 
Kurve F: 5. 10-*n Glykokoll) gegeniiber reinem Kongoblau (Kurve A, 
diese Kurve ist identisch mit der Kurve A der Kurventafel 1) vor dem 
Vertreiben, die Kurven E’ und F”’ gegeniiber reinem Kongoblau (Kurve 4’, 
identisch mit Kurve A’ der Kurventafel 1) nach dem Vertreiben von CO, 
durch No. 

Die durchschnittliche Erniedrigung der Farbumschlagstemperaturen 
von Kongoblau betragt fiir alle Kongokonzentrationen bei einem Glykokoll- 
zusatz von 2. 10-?n 20°, bei einem Glykokollizusatz 5. 10-'n 10°. 

In gleicher Weise wirken Proteinzusiitze. Auch hier ist die Herab- 
setzung der Umschiagstemperatur bei gleichen Zusatzen fiir alle Kongo- 
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konzentrationen ungefihr die gleiche und bleibt auch nach Vertreibung 
von CO, in mindestens gleichem Ausma8 erhalten. Man kann noch die 
Anwesenheit von | bis 2. 10-4 % Ovalbumin an der Herabsetzung der 
Umschlagstemperatur erkennen. 

Reversibilitat des durch Erwdrmen hervorgerufenen Farbumschlags. Der 
Farbumschlag durch Erhitzen ist bei den reinen Kongoblauproben (bei 
Verwendung von Leitfahigkeitswasser) durch Abkiihlen reversibel, und zwar 
um so rascher, je gréBer die Kongoblaukonzentration. In der Tabelle Ila 
und IIb sind die Reversibilitatszeiten fiir vier verschiedene Kongokonzen- 
trationen (1, 2, 4, 6) und Zusatze, ferner die Reversibilitaétszeiten der gleichen 
Proben nach Vertreibung von CO, (Durchleiten von N,) angefiihrt. Samt- 
liche Proben wurden nach Erreichung des Rotumschlagspunktes sogleich 
luftdicht abgeschlossen und durch Abschrecken in kaltem Wasser auf 
Zimmertemperatur gebracht. Der riicklaufige Weg von Rot in Blau 
dauert namlich auch bei reinen Kongoblauproben von der sechsfachen 
Konzentration (d. i. 3,14. 10-3°, Kongoblau) aufwarts, deren Reversibilitat 
mit ,.sofort‘t bezeichnet wurde, viel langer als von Blau gegen Rot, wenn 
man im gleichen Tempo abkiihlt, wie man erhitzt hat. Bringt man die 
Proben aber gleich auf Zimmertemperatur, dann tritt bei den reinen Kongo- 
blauproben von der sechsfachen Kongokonzentration aufwiarts die Rever- 
sibilitat sofort, bei verdiinnteren mit steigender Verdiinnung immer 
spater ein. 

Einflup der Kohlensdure auf die Reversibilitat. Leitet man nach Er- 
reichung des Rotumschlags CO, durch die Proben, so werden alle sofort 
blau. Auch wenn man die Proben offen stehen laBt, beginnt nach kiirzerer 
oder langerer Zeit von oben her eine Blaufarbung, die allmahlich die 
ganze Probe durchsetzt. Werden die Proben jedoch gleich luftdicht ver- 
schlossen, so zeigen die Proben von der sechsfachen Kongokonzentration 
abwarts folgende Unterschiede: Diejenigen, durch welche N, durchgeleitet 
wurde, sind weniger rasch reversibel und dieser Unterschied ist um so 
gréBer, je kleiner die Kongokonzentration ist (A’ gegen A in Tabelle ITa). 

In gleicher Weise wie N,-Durchleiten wirkt sich der EinfluB von Neutral- 
salzzusdtzen auf die Reversibilitat durch Abkiihlen aus, und zwar ist er um 
so stirker, je gréBer die Salzkonzentration (B, C, D gegen A). Wurde durch 
die Proben beim Erhitzen N, durchgeleitet, so wird auch bei den NaCl- 
haltigen Proben die Reversibilitétsdauer heraufgesetzt (B’, C’, D’ gegen 
B, C, D), und zwar in der Weise, daB der Unterschied gegen reines Kongo- 
blau unbedeutender wird (B’, C’, D’ gegen A’). Von der sechsfachen Kongo- 
blaukonzentration aufwarts iibt weder Durchleiten von N, noch Zusatz 
von NaCl einen EinfluB auf die Reversibilitét aus. Bei den niedrigeren 
Kongoblaukonzentrationen (von der sechsfachen abwarts) nimmt die 
Reversibilitatsdauer mit fallender Kongokonzentration bzw. bei konstanter 
Kongoblaukonzentration mit steigender NaCl-Konzentration zwar immer 
mehr zu, jedoch sind alle Proben noch innerhalb 14 Tagen reversibel. 

Anders verhalt es sich mit der Wirkung von Protein- und Glykokoll- 
zusdtzen auf die Reversibilitat. Hier ist auch noch oberhalb der sechsfachen 
Kongokonzentration (d. i. 3,14. 10-*°% Kongoblau) eine Verlangerung der 
Reversibilitaétsdauer zu bemerken, bei niedrigeren Kongokonzentrationen 
wirkt sich dieser Einflu8 wesentlich starker aus (E und F gegen A in Ta- 
belle Ila) als der gleiche von CO, und NaCl und bleibt im Gegensatz zu 
dem von NaCl auch bei Durchleiten von N, gegeniiber reinem Kongoblau 
noch immer wesentlich (E’, F’ gegen A’). Mittlere und niedrige Kongoblau- 
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konzentrationen, und zwar von der zweifachen (d.i. 1,046. 10-°° igen) 
abwarts erweisen sich be: Anwesenheit von 2. 10-* n Glykokoll, Kongoblau- 
konzentrationen von der einfachen (d.i. 5,23.10-4°.) abwarts bei An- 
wesenheit von 5. 10-*n Glykokoll als irreversibel rot. Erwarmte Kongo- 
proben, die nichtflockende Proteinmengen (jedoch nicht weniger als 
1 . 10-*°,,) enthalten, sind schon von der sechsfachen (d. i. 3,14 . 10-°°¢igen) 
Kongoblaukonzentration abwarts irreversibel umgeschlagen. Enthalten 
sie weniger Protein (jedoch nicht weniger als 1. 10-*°,), so sind sie je 
nach der Proteinkonzentration von niedrigeren Kongoblaukonzentrationen 
abwarts irreversibel, werden also durch Abkiihlen nicht mehr blau. 

Vergleich mit Kongorubin und Methylorange. Beim Vergleich von 
Kongoblau mit Kongorubinsol und Methylorangelésung ergibt sich: 
Sowohl das blaue Kongorubinsol als auch Methylorange erleiden in gleicher 
Weise wie Kongoblau beim Erhitzen einen Farbumschlag, ersteres von 
Blau in Rot, letzteres von Rot (Rotorange) in Gelb. Diese Farbumschlige 
sind fiir nicht zu verdiinnte Proben reversibel, Protein- und Glykokoll- 
zusatze wirken in gleicher Weise wie bei Kongoblau: sie setzen ungefahr 
im gleichen MaBe die Umschlagstemperaturen herab und verlangern bzw. 
verhindern die Reversibilitaét beim Abkiihlen. Bei Kongorubin wird sogar 
auch in wesentlich héheren Kongorubinkonzentrationen und durch kleinere 
Glykokoll- oder Proteinkonzentrationen als bei Kongoblau die Reversibilitat 
vollstandig verhindert. Ganz anders jedoch als beim Kongoblausol wirken 
sich Salzzusdtze beim Kongorubinsol und zum Teil abweichend bei der 
Methylorangelésung aus. Wahrend ein NaCl-Zusatz bei Kongoblau 
zumindest in nicht zu hohen Kongokonzentrationen eine, wenn auch 
nicht starke, so doch merkliche Herabsetzung der Farbumschlagstempera- 
turen bewirkt, wobei dieser Unterschied gegen reines Kongoblau bei Durch- 
leiten von Stickstoff nahezu verschwindet, setzt bei Kongorubin ein gleicher 
NaCl-Zusatz dagegen die Umschlagstemperaturen merklich hinauf und 
dieser Unterschied gegen reines Kongorubin bleibt auch bei Vertreibung 
von CO, (Durchleiten von N,) in mindestens gleicher Starke erhalten. 
Bei Methylorange wirkt ein NaCl-Zusatz bis etwa n/10 im selben Sinne 
wie bei Kongoblau, nimlich den Warmeumschlag in Gelb begiinstigend, 
zwischen n/10 und n nicht merklich, von n aufwarts jedoch im selben Sinne 
wie bei Kongorubin, nimlich den Farbumschlag verzégernd, bei Sattigung 
mit NaCl sogar ganzlich verhindernd. Der gleiche Gegensatz zeigt sich 
bei der Reversibilitat. Wahrend bei Kongoblau die Anwesenheit von 
NaCl die Reversibilitét immerhin noch merklich verzégert, obwohl Kongo- 
blau selbst zur Reversibilitat neigt, bewirkt ein gleicher NaCl-Zusatz auch 
ber verdiinntem Kongorubin sofortige Reversibilitat, selbst wenn das reine 
Kongorubin gleicher Konzentration wenig oder gar nicht zur Reversibilitat 
neigt. Bei Methylorange bewirken NaCl-Zusiatze, die beim Erhitzen den 
Farbumschlag in Gelb begiinstigen (also von n/10 NaCl abwarts) eine 
noch merkliche Verzégerung, von n NaCl aufwarts eine sehr deutliche 
Begiinstigung, ja sofortige Herbeifiihrung der Reversibilitat. 

Zur Ergénzung sei hier noch angefiihrt: Ein Kongorubinsol geht 
durch die Verdiinnung selbst iiber Violett in Rot (will man mit blauem 
Sol arbeiten, so muB man sich auf Konzentrationen von wenigstens etwa 
7,5.10-%°%, Kongorubin aufwarts beschranken). Verdiinnt man bis zum 
Violettumschlag, so bewirkt ein NaCl-Zusatz von 2. 10-*n Riickkehr 
zur Blaufarbung. Verdiinnt man ein Kongorubinsol nur so weit, daB es 
gerade noch blau bleibt, so bewirkt Durchleiten von N, Violettfarbung. 
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Diese Violettfarbung wird jedoch verhindert, wenn dem Sol 2. 10-*n 
NaCl zugesetzt war, oder wird riickgaingig gemacht durch nachtragliches 
Zufiigen dieser NaCl-Menge. 

Je 10 Tropfen einer Methylorangelésung (Herstellung: 0,02 g des 
festen Methylorange werden in 100 cem heiBen Wassers gelést, nach dem 
Erkalten abfiltriert) wurden zu Proben von je 5ccm reinen Leitfahigkeits- 
wassers und Lésungen steigender (von 0,002n bis zur Sattigung) NaCl- 
Konzentrationen hinzugefiigt, deren jede vorher mit einem Tropfen n/10 HC! 
angesiuert worden war. Die Farbe in dem so angeséuerten Wasser ist 
schwach rosa, ebenso in den Proben bis n NaCl, bei steigendem NaCl-Gehalt 
wird die Rotfairbung immer deutlicher, um in gesiéttigter NaCl-Lésung ein 
lebhaftes Rot zu ergeben? (21). 


2. Alkoholwirkung?. 


Gibt man zu einem Kongoblausol 96°,igen Alkohol, so schlagt 
be: einer bestimmten Alkoholzusatzmenge die blaue Farbe iiber alle 
Zwischenstufen in Rot um. Diese Umschlagspunkte lassen sich jedoch 
nicht genau fixieren, die Schwierigkeit liegt nicht nur im kontinuier- 
lichen Ubergang der Nuancen, sondern auch im langsamen Nach- 
hinken des Umschlags. Ein gerade noch blaues, alkoholhaltiges Kongosol 
wird mit der Zeit violett ; bringt man es mit Alkohol bis zur Violettfarbung, 
so schreitet sie weiter bis zur Rotviolett- oder Weinrotnuance vor. Die 
Untersuchungen lieferten daher nicht ohne weiteres quantitativ brauchbare 
Werte. Unzweideutig jedoch sind folgende Tatsachen: je kleiner die Kongo- 
blaukonzentration, um so kleiner ist die zum Farbumschlag nétige Alkohol- 
menge, doch verlaufen diese Abnahmen keineswegs dem Farbstoffgehalt 
proportional. Eine Wirkung von NaCl-Zugaben konnte trotz zahlreicher 
Vergleichsproben nicht beobachtet werden, ebensowenig eife Anderung 
infolge Durchleitung von N,. Um so auffallender ist die durchschlagende 
Wirkung von Protein- oder Aminozusdtzen. Die Menge des zum Farb- 
umschlag notwendigen Alkohols wird durch Zusatz von n/10 Glykokoll 
auf ungefihr die Halfte herabgesetzt. Auch kleine Glykokollzusiatze 
(1. 10-8 n) und Proteinzusatze (1 . 10-4°, Ovalbumin) wirken noch merklich 
in dieser Richtung. 

Die gleichen Erscheinungen wie beim Kongoblau ruft Alkohol auch 
beim Kongorubinsol hervor. 


3. Hydroxylionenwirkung. 


Titriert man ein Kongoblausol mit KOH bis zum Rotumschlag, so 
zeigt das erhaltene rote Sol gegeniiber dem blauen wesentlich ver- 
anderte Eigenschaften. Wahrend der Schwellenwert fiir NaCl bei einem 
3,14. 10-3°, igen (Endkonzentration) Kongoblausol bei etwe 2. 10-?n NaCl 
liegt, wird das rot titrierte auch von konzentriertem NaCl nicht ge- 
flockt. Auch durch Ovalbumin oder Seralbumin in Konzentrationen. 
welche das blaue Sol quantitativ flocken, wird das rote Sol nicht 
geflockt. Fiigt man einer Anzahl von Kongoblauproben obengenannter 


' Vgl. dazu die grundlegenden Beobachtungen von Bb. v. Szyzkowski. 
Zeitschr. f. physik. Chem. 78, 426, 1912, und die angefiihrten Versuche von 
E. Giintelberg u. E.Schiédt, ebendaselbst sonstige Literatur. 

2 Vgl. L. Michaelis u. M. Mizutani, ebendaselbst 116, 135, 350, 1925; 
118, 318, 327, 1925. 
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Konzentration steigende Mengen von KOH zu, so erhalt man eine Reihe 
kontinuierlicher Farbnuancen von blau iiber violett bis rot. In diesem 
Falle entspricht einem Gehalt an 1.10-4n KOH (Endkonzentration) 
noch Blaufarbung, einem von 2. 10-4n KOH Violettfarbung, 3. 10-4 n 
KLOH 3 schon Rottarbung. Stellt man nun eine groBere Anzahl solchet 
Reihen her und setzt zu allen Proben jeder dieser Reihen eine gleiche 
Proteinmenge (Ovalbumin oder Serumalbumin) die also von Reihe zu 
Reihe in ihrer Konzentration variiert, innerhalb jeder Reihe aber fiir alle 
Proben gleich ist —, so zeigt sich folgendes: Ovalbumin- und Serumalbumin- 
konzentrationen, die ein reines Kongoblausol quantitativ flocken, geben in 
allen Rotnuancen bis Violett keine Flockung, in Violett beginnt eine schwache 
F lockung, die tiber jede weitere Stufe zu Blau hin starker wird, um schlieBlich 
bei reinem Blau (KOK-Gehalt unter 1. 10-4n) quantitativ zu werden. 
Fiw Proteinkonzentrationen, die ein reines Kongoblausol schwacher flocken 
als quantitativ, liegt der Beginn der Flockung in der obigen Keihe mit 
variiertem KOH-Zusatz mehr gegen Blau verschoben, und zwar um so 
naiher dem Blau, je schwiicher sie reines Kongo flocken. 

Bei Zusatz eines basisch hydrolysierenden Salzes schlagt Kongoblau in 
Rot um. Fiigt man z. B. einem 3,14. 10-*°,igen (Endkonzentration) 
Kongoblausol 0,6 n K,SO, (Endkonzentration) hinzu, so geht es innerhalb 
eines Bruchteils einer Minute tiber alle deutlich wahrzunehmenden Zwischen- 
nuancen in Rot tiber. Bei Zusatz von 0,5n K,SO, dauert es schon linger 
als 1 Minute, von 0,3n K,SO, wird nach einigen Minuten eine Zwischen- 
stufe und erst nach langerer Zeit Rot erreicht. Durch Zusatz von n/10 
K,SO, wird iiberhaupt nur mehr ein Stich ins Violette erzeugt, kleinere 
K,8 O,-Zusatze beeinflussen die blaue Farbe nicht mehr. Flockung tritt 
innerhalb von 48 Stunden nirgends ein, nach 48 Stunden zeigen die roten 
Proben (von 0,3n K,SO, aufwarts) violette bis rote Flocken, die in der 
roten Lésung schweben und sich nur langsam zu Boden setzen. 

Bei der Untersuchurg der kombinierten Wirkung von Salz- + EiweiB- 
zusitzen wurden Salz und Protein zuerst in solchem Verhaltnis gemischt, 
daB sich nach Zusatz zum Kongoblausol die angegebenen Endkonzentra- 
tionen fiir alle Komponenten ergaben. Die Untersuchungen beziehen sich 
alle auf eine Kongoblauendkonzentration von 3,14.10-3°. ~~ Fiir sich 
allein quantitativ blau flockende Ovalbuminmengen (bei quantitativer 
Flockung ist die tberstehende Flockung wesserklar) flocken auch in An- 
wesenheit von K,SO, aller Konzentrationen quantitativ und blau, d. h. die 
Rotumschlagswirkung der gréBeren K,SO,-Konzentrationen kommt in 
Anwesenheit gréBerer Ovalbuminmengen nicht zustande. Fiir sich allein 
schwacher (wie immer blau) flockende Ovalbuminmengen (iiberstehende 
Flissigkeit blaulich bis blau) flocken in Anwesenheit von fiir sich allein 
rot umschlagenden K,SO,-Mengen rot (iiberstehende Fliissigkeit rosa bis 
rot), wobei die Flockungswirkung des Ovalbumins von nicht zu groBen 
K,SO,-Mengen (unterhalb 0,2n) verstaérkt wird. Bei Anwesenheit von 
geringeren K,SO,-Mengen (unterhalb n/10), die auch fiir sich allein nicht 
mehr umschlagen und nicht flocken, tritt diese die Flockung von Ovalbumin 
verstarkende Wirkung ebenfalls ein, jedoch sind die Flocken dabei blau 
(diese Wirkung reicht hinunter bis zu einer K,SO,4-Konzentration von 
E . 30-* a). 

Auch bei Zusatz von K,Fe(CN), zu Kongoblausolen (3,14. 10-°°, 
Endkonzentration) tritt Rotumschlag ein, und zwar bei gréBeren Salz- 
konzentrationen sofort, bei kleineren nach kiirzerer oder langerer Zeit je 
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nach der Konzentration. Noch bei einer Konzentration von 4. 10-4 mol. 
K,Fe(CN), erfolgt nach 3 Tagen Violettfarbung. Flockung kommt jedoch 
auch bei den héchsten Salzkonzentrationen selbst nach tagelangem Stehen 
nicht zustande. Ovalbumin fallt auch in Kombination mit K,Fe(CN), 
blau (falls diese Ovalbuminmenge fiir sich allein quantitativ flockt, sonst 
rot), jedoch werden, im Gegensatz zu den Ovalbuminflocken in Gegenwart 
von K,SQ,, diese blauen Flocken nach einiger Zeit rot und gehen rot in 
Lésung. Eine Sensibilisierungswirkung, wie sie K,S O, ahnlich den Neutral- 
salzen zeigt, ist bei KyFe(CN), nicht zu bemerken. 

Dieses Verhalten ist wohl aus den Aktivitdtseinfliissen der hédherwertigen 
Nebenionen in der lonenhiille um die Teilchen im Sinne von Pauli-Valké (20) 
zu verstehen, da nach den oben entwickelten Vorstellungen tiber die Sensi- 
bilisierung die Kationen als Gegenionen der Sekundiaraggregate funk- 
tionieren. 

IV. Schutzwirkung und Sensibilisierung. 
l. Kombinierte Proteinsalzwirkung. 


In jedes Glaschen einer Reihe von Jenaer Eprouvetten (alle von gleiche: 
Dimension, etwa 5 ccm fassend) wurde !/, cem einer 0,01256°,,igen Kongo- 
blaulésung eingefiillt. Schon vorher waren in einer Parallelreihe Salz, 
Protein und Leitfahigkeitswasser in solchen Verhaltnissen gemischt worden, 
daB nach Zusatz dieser Mischungen zu den Kongoblauproben das Gesamt - 
volumen immer 2 ccm betrug, wobei die Farbendkonzentration konstant 
0,003 14°, gehalten und die Endkonzentration von Protein und Salz variiert 
wurde. Bei der Salz-EiweiBmischung wurde die Reihenfolge Salz, Leit- 
fahigkeitswasser, Eiwei®B eingehalten, dann durch Schiitteln die Mischungen 
hergestellt und erst nach 20 Minuten langem Stehen den Kongoblauproben 
zugesetzt. Durch je zehnmaliges Hin- und Herschiitten wurde eine ver- 
laBliche Durchmischung aller Komponenten bewirkt. Darauf wurden die 
Glaschen verschlossen und in bestimmten Zeitintervallen beobachtet. 
Wo nicht anders angegeben, beziehen sich die angefiihrten Flockungswerte 
auf eine Beobachtung nach 24 Stunden. Die Reproduzierbarkeit der 
Flockungswerte machte anfanglich sehr groBe Schwierigkeiten, bis alle 
stérenden Umsténde erkannt worden waren. Durch fortschreitende Aus- 
gestaltung und Variierung der Reinigungsmethode konnte schlieBlich die 
Anzahl der herausfallenden Proben auf ein ertragliches Minimum beschrankt 
und damit geniigende Reproduzierbarkeit erreicht werden. 

Die Farbe der Flocken und der iiberstehenden Fliissigkeiten ist ent- 
weder blau oder eine Nuance zwischen blau und rot (nur bei quantitativer 
Flockung ist die iiberstehende Fliissigkeit wasserklar). Diese Erschéinung 
der Farbanderung, die in Begleitung der Schutzwirkung auftritt, wurde 
noch naher untersucht (s. unten). 

In keinem Falle ruft eine selbst nicht mehr flockende EiweiBkonzentra- 
tion in Kombination mit einem Salz Schutzwirkung hervor. Dasselbe gilt 
auch fiir Salze, deren Schwellenwert tief liegt (MgCl, und MgS O,, Schwellen- 
wert: 7,5.10-4n), also selbst nicht mehr flockende MgCl,- und MgSQ,- 
Konzentrationen rufen in keinem Falle in Kombination mit einem Eiweif 
Schutzwirkung hervor. Im Gegensatz dazu reicht das Schutzwirkungs- 
gebiet in Tabelle VIII (NaCl und Serumalbumin) und Tabelle LX [(NH4)2.50, 
und Serumalbumin] iiber den Vertikalstrich hinaus, hier also verursachen 
auch selbst nicht mehr flockende Salzkonzentrationen in der Kombination 
Schutzwirkung. Diese beiden 1,1- und 1,2wertigen Salze haben im Gegen- 
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satz zu MgCl, und MgSO, hohe Schwellenwerte, und zwar NaCl]: 1,5. 10-* n 
und (NH,),.SO,4: 1,75.10-*n. Bei allen diesen vier Salzen reicht das 
Gebiet der Schutzwirkung des Seralbumins bis zu einer Salzkonzentration 
von etwa | . 10-*n, einem Wert, der also fiir NaCl und (NH,).SO, unter- 
halb, fir MgCl, und MgSO, noch oberhalb ihrer Schwellenwerte liegt. 
Fur dieses Schutzwirkungsgebiet (wo also Salz allein nicht mehr flockt), 
handelt es sich um eine einseitige Schutzwirkung (gegen die Proteinflockung), 
in allen tbrigen Fallen um eine doppelseitige Schutzwirkung. Die gerade 
noch Schutzwirkung bewirkende Eiweifmindestkonzentration liegt stets 
oberhalb der flockenden Proteinkonzentration und hangt von der kom- 
binierten Salzkonzentration ab (sie liegt bis zu mittlerem Salzgehalt um so 
tiefer, je niedriger diese ist); ihren tiefsten Wert erreicht sie bei mittlerer 
Salzkonzentration, wobei sie nahe oder ganz an den Proteinschwellenwert 
heranriickt. Dagegen kann die schiitzende Salzkonzentration erheblich 
unter der allein flockenden gelegen sein, doch gilt dies nur fiir die unter- 
suchten Salze mit einem einwertigen Kation. Nach oben sind die Schutz- 
wirkungsgebiete prinzipiell nur begrenzt durch die Schwellenwerte der 
Proteine gegen Salzflockung. Diese kommt erst oberhalb von etwa 3 n 
Salzgehalt in Frage. 

An das Schutzwirkungsgebiet schlieBt fast unmittelbar das Sensibili- 
sierunsggebiet des Seralbumins an. Die kleinste, noch absolute (bei allein 
nicht flockenden Komponenten) Sensibilisierung hervorrufende  Salz- 
konzentration liegt bei allen vier Salzen ungefahr bei 1 . 10-4 n, die kleinste 
Serumalbuminkonzentration, mit der das Salz dabei kombiniert sein muB; 
bei allen ungefaéhr bei 1 . 10-*°,,, also beim oder nahe beim Serumalbumin- 
schwellenwert. Die kleinste noch (absolute) Sensibilisierung hervorrufende 
Serumalbuminkonzentration liegt fiir alle vier Salze ungefahr bei 2,5. 10-°°,,, 
die kleinste Salzkonzentration, mit der das Protein dabei kombiniert sein 
mu, fiir NaCl bei 1. 10-?n, fiir (NH,4)gSO, bei 1,5.10-*n, also knapp 
unterhalb von ihren Schwellenwerten, fiir MgCl, und MgSO, bei 5. 10-4 n, 
also ebenfalls knapp unter ihren Schwellenwerten. (Die relative Sensibili- 
sierung reicht noch bis zu allerdings nur unwesentlich tieferen Salzkonzentra- 
tionen.) Es muB also mit abnehmender Salzkonzentration die zur Sensibili- 
sierung nétige Proteinkonzentration, mit abnehmender Proteinkonzentration 
die dazu nétige Salzkonzentration zunehmen. 

Innerhalb dieser Grenzen verlangt jeder Zwischenwert der einen Kompo- 
nente einen entsprechenden Zwischenwert der anderen, um gerade noch 
Sensibilisierung hervorzurufen. Die genauen Grenzverhaltnisse der beiden 
Komponenten sind ebenso wie bei der Schutzwirkung auch bei der Sensibili- 
sierung von Salz zu Salz verschieden und aus den Tabellen ersichtlich. 

Reversibilitat im Bereich der Schutzwirkung. Von Interesse war die 
Frage, wie sich die durch eine Komponente verursachte Kongoblauflockung 
gegen den nachtrdglichen Zusatz der anderen Komponente verhalte. Es 
wurden in dieser Richtung zahlreiche Proben angestellt. Dabei ergab sich 
durchwegs ein wesentlicher Unterschied in jenen Fallen, wo zuerst mit 
Seralbumin geflockt und nachtraglich Salz, gegeniiber denen, wo zuerst 
mit Salz geflockt und nachtriglich Seralbumin zugesetzt wurde. In den 
erst erwaihnten Fallen bewirkte ein Salzzusatz, der nach der Tabelle noch 
ins Schutzwirkungsgebiet gehért, Aufldsung der Flocken, und zwar sofort 
bei gréBeren Salzkonzentrationen, nach mehr oder weniger kurzer Zeit 
(héchstens einigen Stunden) bei kleineren Salzkonzentrationen. Dagegen 
bewirkte nachtraglicher Serumalbuminzusatz zu Salzflockungen = stets 
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zuerst nur eine etwas feinere Verteilung des Niederschlags und erst nach 
etwa 24 Stunden eine Verminderung der Flockung, so daB nur von vorn- 
herein schwache Flockungen ganz in Loésung gegangen,  urspriinglich 
quantitative oder starke Flockungen als mehr oder weniger schwache 
erhalten geblieben waren. Die Reversibilitaét ist also bei der priméaren 
KiweiBflockung weit vollkommener als bei der primaren Salzflockung. 
In gleicher Weise wie mit Seralbumin wurden auch die Kombinationen 
von NaCl, (NH,),SO,, MgCl, und MgSO, mit Ovalbumin in ihrer Wirkung 
auf Kongoblausol untersucht. Tabelle XII zeigt die Ergebnisse der Kom- 
bination NaCl + Ovalbumin. Das Ovalbumin gibt in gar keiner Kom 
bination eine Schutzwirkung. In den Kombinationen selbst quantitatiy 
flockender Ovalbuminkonzentration mit fiir sich quantitativ flockenden 
Salzkonzentrationen ist nur eine gewisse zeitliche Hemmung zu konstatieren. 
Gleich wie Serumalbumin zeigt Ovalbumin jedoch Sensibilisierung, 
zumindest in der Kombination mit NaCl und (NH,)o.SO,4. (Eine Tabelle 
fiir letzteres wurde nicht wiedergegeben, da sie eine fast ganz genaue Wieder- 
holung der NaCl-Ovalbumintabelle darstellt, also keine Schutzwirkung, 
und in fast dem gleichen Gebiet Sensibilisierung.) Die kleinste noch 
(absolute) Sensibilisierung bewirkende NaCl- oder (N H4)2S O4-Konzentration 
betragt 2.10-%n, die kleinste Ovalbuminkonzentration, mit welcher das 
Salz dabei kombiniert sein muB, 2,5. 10-7°,, also ein Wert, der knapp unter 
dem Ovalbuminschwellenwert liegt. Die kleinste noch (absolute) Sensibili- 
sierung hervorrufende Ovalbuminkonzentration betrigt 2.10-°°,, die 
kleinste Salzkonzentration [NaCl oder (NH,),.80O,4], mit welcher das Ov- 
albumin dabei kombiniert sein muB, 1,25. 10-? n, also ein Wert, der knapp 
unter dem Salzschwellenwert liegt. Innerhalb dieser Grenzen entspricht 
jedem Zwischenwert der einen Komponente ein Zwischenwert der anderen, 
um in der Kombination gerade noch Sensibilisierung hervorzurufen. Die 
kleinste noch wirksame Salzkonzentration liegt also in Kombination mit 
Ovalbumin um etwa eine Zehnerpotenz héher als in der Kombination mit 
Serumalbumin. In Kombination mit Serumalbumin reichen alle vier 
Salze in ihrer Sensibilisierungswirksamkeit bis ungefaihr zur gleichen Kon- 
zentration hinunter (etwa 1.10-4n), einem Wert, der unterhalb der 
Schwellenwerte aller vier Salze liegt. Im Kombination mit Ovalbumin 
kénnen wohl NaCl und (NH,),SO, mit ihren hohen Schwellenwerten, 
nicht aber MgCl, und MgSO, mit ihren tiefen Schwellenwerten Sensibili- 
sierung hervorrufen: der kleinste noch wirksame Salzwert liegt fiir die 
beiden letztgenannten Salze bereits oberhalb ihres Schwellenwertes. (Da 
auch MgCl, und MgSO, mit Ovalbumin keine Schutzwirkung geben, wiirde 
eine tabellenmaBige Darstellung der Flockungswerte ihrer Kombinationen 
mit Ovalbumin in allen Punkten nur die Flockungswerte der jeweils stiarker 
tlockenden Komponente zeigen.) 
2. Aminosdure als EiweiB- oder Salzersatz. 


— 


Schon bei den Untersuchungen iiber den temperaturreversiblen Farb- 
umschlag des Kongoblausols zeigte es sich, daB ein Glykokollzusatz die 
gleiche Wirkung hervorruft wie ein solecher von Protein (Ov- oder Ser- 
albumin). Es war nun von Interesse, ob diese Analogie des Glykokolls 
zum Eiwei® sich auch in der Kombination mit Neutralsalz, also in der 
Richtung der Schutzwirkung und Sensibilisierung bestatigt, und weiter, 
ob es in dieser Beziehung sich dem Seralbumin oder dem Ovalbumin analog 
verhalten werde. Die Untersuchungen ergaben tatsachlich eine derartige, 
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jedoch nur teilweise, Analogie zum Seralbumin: Glykokoll gibt kombiniert 
mit NaCl wohl Schutzwirkung, jedoch keine Sensibilisierung, unterscheidet 
sich also vom Serumalbumin durch das Fehlen der letzteren, steht aber 
im diametralen Gegensatz zu Ovalbumin, das gerade Sensibilisierung, aber 
keine Schutzwirkung gibt. 

In Tabelle XIII sind die Flockungsergebnisse der Kombination NaCl 
+ Glykokoll nach demselben Prinzip ausgewahlt und dargestellt wie in 
der Tabelle VIII fiir die Kombination NaCl + Serumalbumin. Die kleinste 
Glykokollkonzentration, die gerade noch Schutzwirkung gibt, liegt bei 

10-3n; die NaCl-Konzentrationen, vor deren Flockung sie dabei 
schiitzt, liegen nahe dem Salzschwellenwert. H6herem Salzgehalt ent- 
sprechen im allgemeinen auch héhere Glykokollkonzentrationen. 

Bemerkenswerterweise kann Glykokoll bei der Schutzwirkung auch 
als Salzersatz dienen, es gibt also in Kombination mit Serwmalbumin Schutz- 
wirkung. 

In Tabelle XIV sind die Ergebnisse einer solchen Kombination ver- 
zeichnet. Ebenso wie in Tabelle XIII fehlt hier ein Sensibilisierungsgebiet : 
Glykokoll, das selbst Kongoblau nicht flockt, flockt auch in keiner Kom- 
bination mit nicht mehr flockenden Serumalbuminkonzentrationen. Die 
kleinste Glykokollmenge, die noch Schutzwirkung hervorruft, liegt auch 
hier bei 7,5. 10-3 n. Die Serumalbuminkonzentrationen, vor deren Flockung 
sie dabei noch schiitzt, liegen nahe dem Proteinschwellenwerte. Héheren 
Serumalbuminkonzentrationen entsprechen zur Erreichung der Schutz- 
wirkung in ziemlicher RegelmaBigkeit auch héhere Glykokollkonzentrationen. 

In Kombination mit Ovalbumin verhalt sich Glykokoll, wie wenn es 
gar nicht vorhanden ware: Bei den zahlreichen Versuchen mit wechselnden 
Konzentrationsverhaltnissen der beiden Komponenten wurden immer die 
Flockungswerte reinen Ovalbuiins erhalten. 


3. EiweiB-EiweiBkom bination. 

SchlieBlich sei noch die interessante Tatsache erwaéhnt, daB auch die 
Kombination Serumalbumin + Ovalbumin in bestimmten Konzentrations- 
verhaltnissen Schutzwirkung ergibt. Vorlaufig sollen hier nur die qualitativ 
sichergestellten Ergebnisse kurze Erwahnung finden, da die Versuche 
weitergefiihrt werden. 

Eine Kombination von Serumalbumin mit Ovalbumin' in ungefahr 
gleichen Endkonzentrationen ((Gewichtsprozent ) zeigt nur eine ziemlich bedeu- 
tende zeitliche Hemmung (d.h. die Flockung der Kombination tritt spater auf 
als die der Komponenten allein). Diese zeitliche Hemmung verringert sich um 
so mehr, je mehr die Serumalbuminkonzentration iiber die Ovalbuminkonzen- 
tration tiberwiegt, bei stark itiberwiegender Serumalbuminkonzentration tritt 
normale Flockung ein. Ein Zusatz von ihrerseits quantitativ flockenden 
NaCl-Mengen zu solechen flockenden Serumalbumin-Ovalbuminkombi- 
nationen (bei denen also die Ovalbuminkonzentration gleich gro’ oder 
groBer ist als die kombinierte Serumalbuminkonzentration) ergibt Schutz- 
wirkung (gleichgiiltig ob das NaCl vorher oder nachher zugesetzt wird). 

Uberwiegt jedoch die Ovalbuminkonzentration iiber die Serumalbumin- 
konzentration, so tritt ohne Elektrolytzugabe eine Schutzwirkung ein, 
und zwar um so besser, je mehr der Ovalbumingehalt die Serumalbumin- 
konzentration iiberschreitet, doch darf die letztere nicht unter ungefahr 


! Die angefiihrten Serumalbumin- und Ovalbuminkonzentrationen sind 
alle selbst quantitativ flockend. 
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ein Viertel der ersteren sinken. Bei Einhaltung dieses Konzentrations 
verhaltnisses kann auch die eine Komponente zugesetzt werden, wenn 
die andere bereits geflockt hat: Die Flocken lésen sich dann auf. Ein Zusatz 
von selbst flockenden NaCl-Konzentrationen zu einer solechen geschiitzter 
Ovalbumin-Serumalbuminkombination bewirkt eine klockung. 


t. Farbreaktionen bei der Sechutzwirkung. 


Im Zusammenhang mit der Schutzwirkung tritt auch eine Farbreaktion 
des Kongoblausols auf, und zwar resultiert je nach dem Konzentrations 
verhaltnis der einander schiitzenden Komponenten eine Farbnuance 
zwischen blau und rot. Noch einmal sei hier festgestellt, daB jede einzelne 
Komponente (Serumalbumin, Ovalbumin, Neutralsalz, Glykokoll) fiir sich 
die blaue Farbe des Kongosols nicht beeinfluBt, diese Farbreaktion also 
nur eine Wirkung der Kombination sein kann. Dabei zeigte sich imme: 
die gleiche Tendenz der Verschiebung der Farbe gegen Rot mit steigenden 
Konzentrationen der beiden Komponenten. Es ergab sich, da schon 
verhaltnismaBig geringe Temperaturschwankungen auf die Farbnuanc: 
einen wesentlichen EinfluB nehmen kénnen. Daher wurden alle Reihen 
in einem auf konstante Temperatur eingestellten kiihlen Raum, dessen 
Temperatur nie tiber 18° stieg, aufgestellt. Auf diese Weise konnten ge 
niigend reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden. Als Vergleichsskala 
diente (vgl. S. 104) ebenso wie bei den Untersuchungen iiber den tem 
peraturreversiblen Farbumschlag des IKwongoblausols eine durch Variierte 
NaOH -Titration von Kongosolproben gleicher Endkonzent ration (0,003 14°, ) 
hergestellte Skala von sieben Farbstufen zwischen Blau und Rot, die mit 
| bis 7 bezeichnet wurden. 

Die Zahl | entspricht also der Farbe des reinen oder unveradnderten 
Kongoblausols, die Zahl 7 der Farbe des vollstandig umygeschlagenen Nols. 
2 bis 6 entsprechen den Zwischenstufen, die derart ausgewahlt wurden, 
daB sie sich voneinander gerade noch geniigend deutlich abheben. Die 
Ausbildung der kKarbumschlige braucht eine gewisse Zeit, die mit den 
Konzentrationen der kombinierten Komponenten abnimmt. Der Cipfel 
des Farbumschlags (d.h. die Rot am nachsten gelegene Nuance der be- 
treffenden WKombination), wird bei allen Proben langstens innerhalb 
48 Stunden erreicht. Nach dieser Zeit treten keine Verainderungen det 
Farbenwerte mehr auf. Sinken die Konzentrationen beider Komponenten 
unter ein gewisses Minimum, so tritt auch innerhalb von 48 Stunden, 
also erfahrungsmaBig tiberhaupt keine Farbreaktion auf. Nahern sich die 
Konzentrationen dem mdglichen Maximum, so kommt eine Farbreaktion 
schon mehr oder weniger unmittelbar nach der Einwirkung zustande. 
und zwar wird das Farbmaximum nach Durchlaufung aller Zwischen 
nuancen auch um so rascher erreicht, je gréBer die Konzentrationen det 
Komponenten sind. Bei den Proben, die innerhalb etwa 6 Stunden ihi 
Farbmaximum noch nicht erreicht haben, dauert die weitere Veranderung 
wesentlich linger, so das erst nach im ganzen 24 Stunden die nachst hohere 
und. wo es noch méglich, nach weiteren 24 Stunden die folgende Nuance, 
somit also das der Kombination entsprechende Farbmaximum erreicht ist. 
Als die geeignetsten Beobachtungszeiten wurden dementsprechend die 
Zeiten 6, 24, 48 Stunden nach Einwirkungsbeginn gewahlt und jeder Kom 
bination drei Zahlen zugeordnet, denen Farbnuancen nach 6, nach 24 und 
nach 48 Stunden entsprechen. Die Farbe der Flocken ist bis einige Zeit 
nach der Ausflockung immer gleich der Farbe der iiherstehenden (noch 
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vefarbten) Fliissigkeit und andert sich nicht mehr, wahrend die Farbe det 
KF liissigkeit noch weiter gegen Rot fortschreiten kann; nur bei quantitativer 
Flockung bleibt die tiberstehende Fliissigkeit wasserklar farblos.  Flockt 
eine Kombination innerhalb der Zeit von 24 bis 48 Stunden nach Ein 
wirkungsbeginn (also zwischen der zweiten und dritten Beobachtunyszeit } 
quantitativ, so sind ihr nur zwei Zahlen zugeordnet. Die Flocken diese1 
Proben zeigen nur eine scheinbare weitere Veranderung der Nuancen 
gegentiber denjenigen der nach 24 Stunden noch gefarbten Flussigkeiten. 
Das erklart sich aus der Verdichtung durch Zusammenballung der Flocken : 
wirbelt man diese auf, so lassen ihre Farben nunmehr keine Verdinderung 
gegen die zweite Beobachtungszeit erkennen. Analoges gilt fiir diejenigen 
Proben, die zwischen der ersten und der zweiten Beobachtunygszeit (d. i 
nach 6 bzw. 24 Stunden) quantitativ flocken: Ihnen ist nur ein Zahlen 
wert zugeordnet. Proben, die innerhalb der ersten 6 Stunden (also vor 
der ersten Beobachtungszeit ) quantitatir flocken, tragen vor dem einzigen 
Zahlenwert ein Sternzeichen (Tabelle NV, XVI, XVII). 

Ist eimmal eine Probe quantitativ ausgeflockt, so tritt: kein weiteres 
Fortschreiten der Farbreaktion ein; damit aber tberhaupt eine Farb 
reaktion auftritt, miissen Kombinationen von Komponenten, deren Kon 
zentrationen tuber thren Mindestwerten der Flockung liegen. wenigstens 
einige Zeit stabil sein. So ergibt es sich, dab auch auBerhalb des Schutz 
wirkungsgebietes noch Farbreaktionen auftreten kénnen, sobald nur die 
Kombinationen mindestens 24 Stunden stabil sind, wenn sie auch spite: 
austlocken (siehe Tabelle XV: 1 2. m 2. n 2. % 3, 0 4. p 6). Noch deutliche: 
ist das in Tabelle XVI (NaCl (ilykokoll) zu sehen. Hier gibt es zahlreiche 
Kombinationen, die zwar einige Stunden stabil sind, aber nicht ins Schutz- 
wirkungsgebiet einbezogen werden kénnen, weil sie noch vor Ablauf von 
24 Stunden ausflocken. 

Die Kombinationen, die in Tabelle XVI links auBerhalb des Schutz 
gebietes liegen, flocken alle schon vor Ablauf von 6 Stunden quantitativ. 
erreichen zum Teil aber trotzdem noch den Maximalwert 7 (Rot). Crefarbt 
sind hier jedoch nur die Flocken, da die tiberstehende Fliissigkeit bei allen 
farblos ist. Die Flocken sind aber alle aus ebenso gefarbten Fliissigkeiten 
ausgeflockt; sie waren also gentigend lange geschiitzt, ur ihren Maximal 
farbwert erreichen zu kénnen. Die Flocken andern, wie schon friiher e1 
wahnt,. ihren Farbwert nicht mehr. Die in Tabelle NVI rechts oben auBer 
halb der roten Umrahmung liegenden Kombinationen zeigen zwar noch 
Farbreaktionen, fallen aber, wiewohl sic nicht flocken, nicht mehr ins 
Schutzwirkungsgebiet hinein, da ja auch keine der Komponenten allein flockt. 

Wie Tabelle XVII zeigt, liegt das Farbreaktionsgebiet der Kombination 
Seralbumin + Glykokoll ganzlich innerhalb des Schutzwirkungsgebietes. Die 
Farbreaktionen brauchen hier mehr Zeit: Keine Kombination erreicht vor 
Ablauf von 48 Stunden den vollstandigen Umschlag (rot 7). Zwischen det 
zweiten und dritten Beobachtungszeit tritt speziell bei den hoheren Konzen 
trationen meist noch ein Fortsehritt um zwei Nuancen ein (bei NaCl Serum,- 
albumin oder NaCl + Glykokoll nur um eine Nuance}. Nach 48 Stunden 
haben alle Proben ihre entsprechenden Maximalfarbnuancen erreicht, weitet 
tritt keine Veranderung mehr ein (bei Ausschluls’ von Eiwe'Btaulnis !) 

Die geschiitzten Serumalbumin-Ovalbuminkombinationen zeigen keine 
Farbreaktion. nur in dem Konzentrationsbereich, in welchem auch bei Zusatz 
von Neutralsalz oder erst bei Zusatz eines solchen die Kombination Serum 
albumin-Ovalbumin-Neutralsalz geschiitzt ist, treten Farbreaktionen auf. 
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Uber den Cholesteringehalt des Blutes gesunder und 
Jensensche Sarkome tragender Ratten. 


Von 
Fritz Dannenberg. 


(Aus dem Universitéts-Institut fiir experimentelle Zellforschung und der 
Universitats-Frauenklinik der Charité in Berlin.) 


(Eingegangen am 28. Oktober 1931.) 


I. EKinleitung. 


Uber den Cholesteringehalt des Blutes von Tieren, die Impftumoren 
tragen, sind bereits zahlreiche Bestimmungen ausgefiihrt worden. 
Sie sind meist angestellt an Kaninchen und Mausen (1) (2) (3) (4), 
daneben an Ratten (5) (6). Dabei sind die Untersucher zu Ergebnissen 
gelangt, die zum Teil einander widersprechen. Wahrend einige eine 
Erhéhung des Cholesteringehalts gefunden haben, haben andere eine 
Erniedrigung festgestellt. 

Am ausfiihrlichsten hat iiber die vorliegende Frage Pourbaix (7) 
gearbeitet. Bei Kaninchen, an denen er durch Pinseln mit Teer Tumoren 
hervorgerufen hat, hat er sowohl Erhéhungen wie Erniedrigungen 
des Cholesteringehalts des Blutes gefunden. Er leitet aus diesen von 
der Norm abweichenden Befunden eine Stérung des Cholesterinstoff- 
wechsels ab. 

Zu den meisten Untersuchungen, die iiber das vorliegende Problem 
bisher ausgefiihrt sind, sind kolorimetrische Methoden benutzt worden. 
Die Resultate dieser Methoden aber sind, worauf Hueck (8) aufmerksam 
gemacht hat, nur mit Kritik zu verwerten. Die kolorimetrischen Me- 
thoden haben, wie Miihlbock und Kaufmann (9) durch Vergleich mit 
der von Windaus angegebenen gravimetrischen Methode nachgewiesen 
haben, eine so erhebliche Fehlerbreite, daB ihre Verwendung fiir exakte 
Untersuchungen ausgeschlossen ist. Sie ermitteln ferner nur den 
Gesamtgehalt des Cholesterins; sie gestatten nicht, das freie und 
veresterte Cholesterin getrennt zu bestimmen. 

Um eindeutige Schliisse fiir das Tumorproblem ziehen zu kénnen, 
war es daher notwendig, mit einer exakten Methode erneut zu prifen, 
ob und wie der Choksteringehalt des Blutes von Tieren, die Impf- 


tumoren tragen, verandert ist. 
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Il. Experimenteller Teil. 
1. AMethodisches. 


Die Bestimmungen wurden ausgefiih-t an Ratten. Diese Tierart wurde 
gewahlt, weil die auf sie transplantierten Tumoren in verhaltnismaBig 
kurzer Zeit wabrnehmbar sind und sich einige Zeit lang erhalten, ohne sehr 
groBe Nekrosen zu bilden. Es wurden nur junge, miinnliche Ratten ver- 
wendet. Die Gewichte der meisten lagen zwischen 120 bis i80g¢. Die 
leichteste untersuchte Ratte wog 105g, die sechwerste 250 g. 

Die Nahrung, die den Ratten gereicht wurde, war arm an Cholesterin; 
sie bestand fiir die mit Tumoren geimpften Ratten aus Hundekuchen, 
Graubrot, Mohrriiben und (zweimal in der Woche) Fleisch (10)*. 

Als Tumor wurde das Jensensche Sarkom gewahlt. Dies wurde so 
iibergeimpft, daB von einer Suspension eines unter aseptischen Bedingungen 
fein zerschnittenen Sarkoms einer Katte in Ringerscher Lésung je 1 cem 
unter die Haut der Versuchsratten gespritzt wurde. Da es nach der Injektion 
erst nach Ablauf des achten Tages méglich ist, zu unterscheiden, ob der 
an der Injektionsstelle gebildete Knoten aus der Sarkomsuspension, die 
bekanntlich erst allmahlich resorbiert wird, besteht oder aus dem neu 
wachsenden Sarkom, wurden die Ratten vom neunten ‘Tage nach der 
Injektion untersucht. Als letzter Tag wurde der 16. gewahlt, weil die 
Nekrosen, die sich spaéter bilden und die Bakterien, die sich allmihlich 
ansammeln, die Erscheinung komplizieren. Das Gewicht der gebildeten 
Sarkome betrug 1,2 bis 18g. Das Gewicht der meisten lag zwischen 3 und 
10g. Die Gewichtsanteile der Sarkome am gesamten K6érpergewicht be- 
trugen 1,2 bis 14°%,. Die GréBe ihrer Gewichte ging dabei der Héhe ihres 
Alters nicht parallel. Die mikroskopische Untersuchung der Sarkome 
zeigte das iibliche Bild. Bei einem jungen Sarkom war das Kindringen 
von Muskelzellen deutlich zu erkennen. 

Das zu untersuchende Blut wurde, nachdem die Ratten mit Chloroform 
leicht narkotisiert waren, nach Eréffnung der Brusthéhle aus dem 
schlagenden Herzen, und zwar vorwiegend aus der linken Kammer desselben. 
mit einer Spritze abgesaugt'. Die Menge des gewonnenen Blutes betrug 
je nach der GréBe der Ratte 3 bis 5cem. Das Blut wurde in ein mit wenig 
Kaliumoxalat versetztes Réhrchen, das in eine Eis/Kochsalzmischung 
gestellt war, gespritzt und darauf zur chemischen Untersuchung verwendet. 

Zur Bestimmung des Cholesterins wurde die von Windaus entdeckte 
gravimetrische Methode verwendet und zwar in der Form, wie sie Mihlbock 
und Kaufmann (8) zur Bestimmung im Blute ausgearbeitet haben. Da 
nach dieser zur Ausfiihrung einer Bestimmung etwa 10 ccm Blut erforderlich 
sind, wurde fiir einen Versuch Blut von drei Ratten vereinigt. Die im folgen- 
den mitgeteilten Werte sind daher Durchschnittswerte. 


2. Cholesterinbestimmungen. 


Der arithmetische Mittelwert von fiinf Cholesterinbestimmungen 
des Blutes, die an 15 gesunden mannlichen Ratten ausgefiihrt sind, 


* Die gesunden Ratten erhielten eine ahnliche, ebenfalls an Cholesterin 
arme Nahrung; sie bestand aus Hafer, WeiBbrétchen und wenig Fleisch. 

1 Da eine grobe Kaniile bei der Entnahme des Blutes benutzt wurde, 
welche die Kammerwande manchmal durchbohrte, wurde neben arteriellem 
Blut auch vendéses erhalten. 
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betragt 96,0 mg-°%,. Davon befinden sich in freier Form 76,1 mg-%, 
an Fettséuren gebunden 19,9 mg-°,. Die fiinf Werte schwanken nur 
wenig (gréBte Abweichungen -~- 3,75 mg-°%%,, — 4,73 mg-°,) um den 
arithmetischen Mittelwert. 

Tabelle I. 


Cholesteringehalt des Blutes gesunder Ratten. 





Arithmet. 


mg-°/» mg-°/» mg-9/9 mg-°/> mg-°/5 Mittel 
Freies Cholesterin . . . 75,0 73,5 79,3 76,0 78,9 76,1 
Verestertes Cholesterin . 19,3 17,95 22,3 21,8 17,8 19,9 
Gesamt-Cholesterin . . . 94,3 91,45 99.6 97,8 96,7 96,0 


Tabelle III. 


Cholesteringehalt des Blutes (6,4 cem) einer Ratte, deren Jensensches 
Sarkom sich zuriickgebildet hat. 


Freies Cholesterin .......... . 73,9 mg-°/, 
Verestertes Cholesterin . ...... . . 16,8 = 
Gesamt-Cholesterin. . ...... 5 ee a 


Von den zehn Cholesterinwerten des Blutes von Ratten, die 
Jensensche Sarkome trugen (siehe Tabelle II), zeigen vier keine er- 
heblichen Anderungen (gréBte Abweichungen +- 3,23, — 2,4°%) gegen- 
iiber den Mittelwerten der gesunden Ratte. Vier Werte sind deutlich 
(um 16,8, 16,5, 10,6, 28,0°%) erhéht. Zwei Werte sind deutlich (um 
14,4, 12,9°) erniedrigt. 


If. Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Die Analysenwerte zeigen, daB bei der gesunden mannlichen 
Ratte der Gehalt des veresterten wie des freien Cholesterins auffallend 
wenig schwankt. Die Abweichungen, die die Werte gegeniiber dem 
arithmetischen Mittelwert zeigen, liegen innerhalb bzw. nur wenig 
auBerhalb der Fehlerbreite der Methode. Die geringen Schwankungen 
diirften einerseits durch die gleichmaiBige, an Cholesterin arme Nahrung, 
die den Ratten gereicht wurde, bedingt sein, andererseits kénnen etwa 
vorhandene geringe Schwankungen tberdeckt sein, da die Werte 
Durchschnittswerte von drei Ratten sind. 

Von den zehn Cholesterinwerten des Blutes von Ratten, die 
Jensensche Sarkome trugen, zeigen sechs deutliche Schwankungen 
gegeniiber den Cholesterinwerten des Blutes der gesunden Ratte. Dabei 
ist das freie wie das veresterte Cholesterin proportional geandert. 
Da diese Werte das Mittel von drei Einzelwerten sind, ist zu vermuten, 
daB die Schwankungen héher sind. Zwischen den Gewichten und dem 
Alter der Sarkome und dem Gehalt an Cholesterin im Blut sind keine 


Beziehungen erkennbar. 
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Ubereinstimmend mit Pourbaix (7) darf aus den oben mitgeteilten 
Analysenwerten geschlossen werden, daB der Cholesterinstoffwechsel der 
untersuchten Ratten beim Vorhandensein von Jensenschen Sarkomen 
gestért ist. Es liegt aber keine gesetzmaBige Steigerung cder Senkung 
des Cholesteringehalts des Blutes vor. Dies ist verstandlich, da das 
Blut nur das Transportmittel des Cholesterins ist. 

Die Tatsache, daB der Cholesteringehalt des Blutes gesunder 
mannlicher Ratten verhaltnismaBig konstant ist, erméglicht es, Schwan- 
kungen, die wihrend des Tumorwachstums bei der Ratte auftreten, 
wesentlich besser zu verwerten als beim Menschen, dessen Cholesterin- 
schwankungen im gesunden Zustand erheblich gréBer sind. 

Frau Professor Dr. Erdmann danke ich auch an dieser Stelle ergebenst 
fiir die Anregung zu der Arbeit und das férdernde Interesse, mit dem sie 
den Fortgang derselben verfolgt hat 


Zusammenfassung. 


1. Gesunde mannliche Ratten haben (bei Benutzung der von 
Miihlbock und Kaufmann ausgearbeiteten gravimetrischen Cholesterin- 
bestimmungsmethode) einen auffallend konstanten Cholesteringehalt 
im Blut. Der Gesamt-Cholesteringehalt wurde als arithmetisches Mitte! 
aus fiinf Versuchen, die mit 15 Ratten ausgefiihrt sind, ermittelt zu 
96,0 mg-°,,. Davon befinden sich in freier Form 76,1 mg-°%,, an Fett- 
sduren gebunden 19,9 mg-°%. 

2. Von zehn Cholesterinwerten des Blutes von Ratten, die Jensen- 
sche Sarkome trugen, zeigen vier deutliche Erhéhungen (bis 28,0°,), 
zwei deutliche Erniedrigungen (bis 14,4°/,) gegeniiber dem Cholesterin- 
gehalt des Blutes der gesunden Ratten. Dabei ist das freie wie das 
veresterte Cholesterin proportional geaindert. Es liegt somit eine 
Stérung des Cholesterinstoffwechsels vor. Eine Beziehung zwischen 
der GréBe und dem Alter des Tumors und der Stérung des Cholesterin- 
stoffwechsels ist jedoch nicht erkennbar. 
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Versuche iiber die Aktivierung 
der anaeroben Garung von Lebergewebe durch Brenztraubensiure, 
Acetaldehyd und Methylenblau. 


(Untersuchungen iiber Milchsiuregiirung yon Warmbliitergeweben. V'.) 


Ve ym 
Otto Rosenthal. 


Aus dem chemischen Laboratorium des Universitaétsinstituts fii Krebs- 
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I. Einleitung. 


Nach Versuchen von Mendel, Bauch und Strelitz? ist Brenztrauben- 
siure ein k6érpereigener Aktivator der Milchséuregirung tierischer 
Gewebe. Geringe Mengen dieser Saure steigern — der Suspensions- 
fliissigkeit zugesetzt — die anaerobe Garung verschiedener Ratten- 
gewebe um 100°, und mehr. Unter aeroben Bedingungen ist beim 
Jensen-Sarkom und — nach einer persénlichen Mitteilung von Herrn 
Dr. Mendel — auch bei Leber und Hirn der Ratte Brenztrauben- 
siurebildung nachzuweisen. 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 
2 Klin. Wochenschr. 10, 118, 1931. 











134 O. Rosenthal : 


Da in eigenen Untersuchungen? tiber die Aktivierung der anaeroben 
Garung durch Vorausschicken einer Aerobiose eine Hypothese iiber 
Vorkommen und Bildung eines Gérungsaktivators in tierischen Geweben 
entwickelt wurde, soll in dieser Arbeit gepriift werden, inwieweit 
Brenztraubensiure die Eigenschaften dieses vermuteten Géarungs- 
aktivators besitzt. Ferner soll vergleichsweise der EinfluB von Acet- 
aldehyd und Methylenblau auf den anaeroben Gewebestoffwechsel 
untersucht werden, weil von beiden Substanzen ebenso wie von Brenz- 
traubenséure eine stimulierende Wirkung auf die alkoholische Garung 
bekannt ist. 


II. Aktivierung der Girung durch Brenztraubensiure. 
a) Methodik. 


Die Methodik ist wie stets die manometrische Garungsmessung nach 
Warburg, deren Ergebnisse in einigen Versuchen durch chemische Milch- 
siurebestimmungen nach Fiirth-Charnas-Clausen kontrolliert wurden. Be- 
treffs Einzelheiten sei auf die friiheren Mitteilungen verwiesen. 

Als Brenztraubenséure wurde das Kahlbawm-Schering-Praparat benutzt. 
Aus diesem wurde durch Neutralisation mit Natronlauge und Auffiillen 
mit bicarbonatfreier Ringerlésung eine Pyruvinatstammlésung hergestellt, 
die zur Zusammensetzung der bicarbonat- und gegebenenfalls auch zucker- 
haltigen Lésungen diente. Die Versuchslésungen wurden stets frisch an- 
gesetzt, die im Eisschrank aufbewahrte Stammlésung wéchentlich erneuert. 

In einem Teil der Versuche wurden Praparate benutzt, die im Vakuum 
rektifiziert waren. Unterschiede in der Wirkung zwischen den verschiedenen 
Praparaten zeigten sich nicht. 

Es wurde die Wirkung des Brenztraubenséurezusatzes auf die Leer- 
und Fructosevergérung gemesser. Zur Berechnung der Garungssteigerung 
durch Brenztraubenséure oder nachtrigliches Ersticken sowie der Mehr- 
bildung von Milchséure in Zuckerlésung und ihrer eventuellen Steigerung 
ist wie stets die mittlere Gérungsintensitét in der ersten Versuchsstunde ? 
benutzt worden (Q¥2 nach 60 Minuten). Um den zeitlichen Verlauf der 


Saurebildung anzudeuten, sind in der Tabelle I auBerdem die Q*2-Werte 


fiir die ersten 10 Minuten und die zweite Versuchsstunde angegeben. Aus 
diesen beiden Werten ist der prozentuale Garungsabfall berechnet. 


b) Die Abhdngigkeit der Aktivierung von inneren Faktoren, 

Die Steigerung des Girvermégens des Lebergewebes durch Voraus- 
schicken einer aeroben Versuchsperiode, die Extragaérung nach nach- 
traglichem Ersticken, wurde durch die Bildung eines substantiellen 
Aktivators bei Sauerstoffgegenwart erklart. 


1 [. Mitteilung diese Zeitschr. 207, 263, 1929; IT. Mitteilung ebendaselbst 
211, 295, 1929; LIT. Mitteilung ebendaselbst 227, 354, 1930; IV. Mitteilung 
ebendaselbst 283, 62, 1931; Zeitschr. f. Krebsforschung 32, 220, 1930. 

2 Die Messung beginnt etwa 12 Minuten nach Einhangen der Mano- 
meter in den Thermostaten. 
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Sein mehr oder minder rasches Schwinden unter anaeroben Bedingungen 
verursacht den fiir die Extragérung charakteristischen zeitlichen Abfall 
der Garungsgeschwindigkeit. Die Fahigkeit zur Aktivatorbildung ist auf 
das Gewebe ernahrter Tiere beschrankt. CGewebe von Hungertieren ist gar- 
nicht oder nur unwesentlich aktivierbar. SchlieBlich finden sich unter den 
ernahrten Lebern noch zwei atypische Gruppen: eine, die mehr oder minder 
stark sich dem Verhalten von Hungerleber annihert und eine zweite, bei 
der die Extragiéirung deswegen gering bleibt oder ausfallt, weil bereits das 
kérperfrische Gewebe annihernd maximal aktiviert, die Aktivatorbildung 
also schon abgeschlossen jst. 

Falls diese Hypothese von Bildung und Wirksamkeit eines einzigen, 
die Intensitat der Milchséuregirung bestimmenden Aktivators zu 
Recht besteht und Brenztraubensaéure mit ihm identisch ist, so sollten 
bei Gegenwart dieser Saure einerseits die Unterschiede zwischen gleich 
und nachtraglich ersticktem Gewebe sowie zwischen hungerndem 
und ernahrtem Tier fortfallen und andererseits Konstanz der Gairungs- 
geschwindigkeit fiir erheblichere Versuchszeit zu beobachten sein, 

Wenn wir zunachst nur die Leergdrung betiachten, so geht aus den 
in Tabelle 1 zusammengestellten Versuchsreihen hervor, daB nur eine 
dieser Forderungen erfillt wird: Die Garungsgeschwindigkeit wird 
durch Zusatz von 1.10-* Mol/Liter Brenztraubenséure zum gleich 
erstickten Gewebe bis zu einigen hundert Prozent gesteigert und nahert 
sich damit mehr oder minder weitgehend der nach nachtraglichem 
Ersticken zu beobachtenden Garungsintensitaét, erreicht sie allerdings 
nur selten vollstandig. Die erwartete gréBere Einheitlichkeit der 
Garungswerte fehlt. Nur falls die prozentuale Extragiérung nach 
nachtréglichem Ersticken groB ist (Tabelle 1B, Versuch 1 und 3), 
werden durch Brenztraubenséure erheblichere Géarungssteigerungen 
erzielt. Dementsprechend ist beim Hungertier auch bei Brenztrauben- 
siuregegenwart die Garungsintensitat niedriger, als sie es in der Regel 
beim ernahrten Tier ist. 

Eine Garungsférderung ist allerdings auch beim Hungertier fest- 
zustellen, die in Versuch | sogar -- 260°, betrigt. Aber auch durch das 
nachtragliche Ersticken wird bei dieser Leber eine ausnahmsweise hohe 
prozentuale Extragérung erzielt. Doch ist beim Hungertier auf die pro- 
zentualen Unterschiede kein allzu groBer Wert zu legen, we'l sie wegen 
der geringen absoluten GarungsgréBe stets erheblichen Schwankungen 
unterworfen sind. Der absolute Betrag der Garungssteigerung bleibt stets 
niedrig. 

Ganz unbeeinfluBt von der Anwesenheit der Brenztraubensaéure 
ist der zeitliche Verlauf der Leergérung. Der prozentuale Garungsabfall 
wird niemals vermindert. 


Dies gilt nicht nur fiir die Leergarung, bei der als moégliche Er- 
klarung fiir den gleich groBen Garungsabfall mit und ohne Brenz- 
traubenséurezusatz immer das Schwinden der zelleigenen Zucker, 
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also des Garsubstrats bleibt, sondern im allgemeinen auch fiir die 
Garung im fructosehaltigen Medium. 

In den Versuchen der Tabelle IB ist allerdings eine Verminderung 
des Géarabfalles bei Fructosegegenwart festzustellen. Aber sie ist nicht 
sehr bedeutend, besonders in Hinblick auf die Unsicherheit, die den Anfangs- 
geschwindigkeiten als aus dem Ergebnis einer einzigen Ablesung berechneten 
Werten zukommt. Ferner sind die in dieser Tabelle wiedergegebenen 
Versuchsreihen die einzigen, bei denen iiberhaupt eine Verminderung des 
Gérungsabfalles sich ergab. In allen tibrigen Versuchen fehlte sie (vgl. 
z. B. Tabelle IV). 

Wie in der vierten Mitteilung gezeigt wurde, laBt sich der Garungs- 
abfall bei den meisten Lebern durch hohe Fructosekonzentrationen 
fiir langere Zeit aufhalten. Versuchsreihe 4 zeigt, daB auch bei Lebern, 
bei denen dieser Fructoseeffekt zustande kommt, Brenztraubenséure 
nur eine geringe Wirkung auf den zeitlichen Verlauf der Gérung ausiibt?. 

DaB nicht nur die Spontangarung, sondern auch die Fructose 
vergdrung durch Brenztraubenséurezusatz gesteigert wird, geht aus 
den Versuchsreihen B 1 und 2 hervor. Ebenso wie die Steigerung der 
Mehrgaérung in Fructoselésung durch das nachtragliche Ersticken 
ist auch die Mehrgarungssteigerung durch Brenztraubensaéurezusatz 
nur bei solchen Lebern deutlich, die nach sofortigem Ersticken ohne 
weiteren Zusatz Fructose nur langsam vergiren®. Andernfalls ist die 
prozentuale Leergirungssteigerung unvergleichlich gréBer als die 
Mehrgiarungssteigerung oder die Mehrgirung nimmt sogar ab, offenbar 
weil eine von ,,inneren Faktoren‘‘ abhangige obere Grenze der Girungs- 
geschwindigkeit existiert, die bei der Fructosevergiérung bereits ohne 
Brenztraubenséurezusatz bzw. ohne Vorausschicken einer Aerobiose 
fast erreicht ist. 

In Versuchsreihe 3 ist auBer der Fructosevergarung noch die 
Glucosevergdrung gepriift worden. Wie man sieht, andert Brenztrauben- 
siure an der relativen Vergarbarkeit der verschiedenen Zuckerarten 
nichts. In diesem Versuch sind die Garungswerte in Glucoselésung 
sogar etwas geringer als die Leergirungswerte, wie wir es schon friiher 
bisweilen beobachtet haben. 


1 Wenigstens in m/1000 Lésung. Die Wirkung ebenso hoher Kon- 
ventrationen wie bei Fructose (1/. bis 1 Mol/Liter) ware noch zu_ priifen. 

2 Analoge Verhaltnisse hat friiher C. Neuberg bei der Steigerung der 
zymatischen Wirksamkeit von Hefesaéften durch Pyruvinatzusatz (diese 
Zeitschr. 71, 1, 1915 und zwar 8. 52) gefunden. Die Steigerung war bei 
schwacher wirksamen Saéften und bei schwerer vergérbaren Zuckern am aus- 
giebigsten. Die Wirkung blieb bei der immer erheblichen Fructosevergaérung 
stets aus und wurde bisweilen auch bei der Vergirung von Glucose und 
Mannose durch besonders giirkraftige Safte vermiBt, eine Tatsache, die 
durch den hinreichenden Gehalt dieser Safte an natiirlichen Aktivatoren 


erklart wird. 
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Wenn auch die Garungssteigerung durch Brenztraubenséurezusatz 
nur bei groBer prozentualer Extragérung erheblich ist, so braucht doch 
die Férderung durch Zusatz der Ketoséiure nicht stets erheblich zu 
sein, falls auch die Extragaérung groB ist. In Versuch 2 betragt z. B. 
die Leergérungssteigerung nach nachtraglichem Ersticken 780°, die 
Leergarungssteigerung durch Brenztraubenséure nach sofortigem Er- 
sticken aber nur 116%. 

Es handelt sich bei diesen Lebern fast stets um solche, die wir friiher 
als aktivatorarm bezeichnet haben, was darin zum Ausdruck kommt, 
daB die Fructosevergirung nach sofortigem Ersticken ohne weiteren Zusatz 
gering ist. Es sind die gleichen Lebern. bei denen haufig durch Brenz- 
traubensaéure und stets durch nachtragliches Ersticken eine groBe Mehr- 
girungssteigerung zu erzielen ist. 

Der Zusammenhang zwischen der Wirksamkeit des Brenztrauben- 
séurezusatzes und der Intensitét der Extragarung weist auf die Ab- 
hangigkeit beider Vorginge von dem gleichen ,,inneren Faktor“ des 
Lebergewebes hin, die folgendermaBen erklirt werden kénnte: 

Aerobiose und Brenztraubenséurezusatz wirken qualitativ gleich- 
artig und fiihren beide zur Bildung des Gairungsaktivators, wobei der 
Brenztraubensaurezusatz quantitativ schwacher wirkt, vielleicht weil 
es wahrend der Anaerobiose nicht zu einer Anreicherung von Aktivator 
kommt. Beide Vorgénge haingen dann also nur von der Fahigkeit 
des Gewebes zur Aktivatorbildung ab. 

Oder die Wirkung der Brenztraubensaure nach sofortigem Ersticken 
hangt davon ab, ob und wievie] Aktivator bereits beim kérperfrischen 
Gewebe vorhanden ist. Der Grad der Gérungsférderung durch Brenz- 
traubenséure wiirde also durch den jeweiligen Gehalt des Gewebes 
an Garungsaktivator bestimmt. 

Im letzteren Falle ware eine besonders starke Garungssteigerung 
zu erwarten, falls die Ketoséure nach nachtraglichem Ersticken, also 
bei optimalem Aktivatorgehalt, zugegeben wird. Im ersteren Falle 
sollte Brenztraubenséurezusatz keinen Einflu8 mehr ausiiben kénnen. 

Wie die Versuchsreihen 2 und 4 der Tabelle IB zeigen, steigert 
Brenztraubenséurezusatz auch nach nachtraglichem Ersticken noch die 
Garung, so daB die zweite Annahme gerechtfertigt erscheint. Doch 
ist der Grad der Steigerung (30 bis 50°.) zu gering, um eine sichere 
Entscheidung zwischen beiden Erklérungsméglichkeiten zu_treffen. 


c) Die optimale Brenztraubensdurekonzentration. 


AuBer von dem inneren Zustand des Lebergewebes hangt die 
Garungssteigerung auch von der Konzentration der zugesetzten Brenz- 
traubenséure ab. Aus der Tabelle II ist ersichtlich, daB 1 . 10-* Mol/Liter 
Brenztraubenséure die Spontangérung noch gar nicht beeinflussen. 


Die Abhangigkeit der Garungssteigerung von der Brenztraubensaurekonzentrat ion. 


11. 


Tabelle 
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Die Wirkung wird bei 5. 10~* Mol/Liter deutlich. Die doppelte Saure- 
konzentration verdoppelt dann auch annahernd die Garungssteigerung ; 
aber durch eine Konzentrationssteigerung auf das zehnfache wird 
nur eine weitere Verdopplung bis Verdreifachung der Aktivierung 
erzielt, so daB das Wirkungsoptimum wohl bei etwa 10-* Mol/Liter 
angenommen werden kann. 


Die Mehrgarung in Fructoselésung wird in dem einzigen Versuch, in 
dem eine erhebliche Steigerung zu beobachten ist, bereits durch 
1. 10-4 Mol/Liter Brenztraubenséure geférdert. Wenn dies auch nach 
der in der friiheren Mitteilung begriindeten Annahme, daB die Fructose- 
vergirung geringerer Aktivatormengen bedarf als die Vergiérung der zell- 
eigenen Zucker, verstindlich ware, so ist doch wegen der Einmaligkeit 
der Beobachtung ebensowohl méglich, daB dieses Verhalten nur durch 
Unterschiede in der Aktivierbarkeit der verschiedenen Gewebeportionen 
vorgetaéuscht wird. 

Das Auftreten von Unstimmigkeiten in den Ergebnissen der Einzel- 
versuche bei Ansetzung lingerer Versuchsreihen ist bereits in der zweiten 
Mitteilung erwaihnt und als Folge ungleicher Gewebequalitat gedeutet 
worden. Eine unlangst von Scheff! veréffentlichte Untersuchung iiber die 
chemische Zusammensetzung der verschiedenen Leberlappen und der 
einzelnen Lappenabschnitte ist ebenfalls eine Stiitze fiir diese Anschauung. 

Derartige kaum vermeidbare Differenzen zwischen den verschiedenen 
Gewebeportionen, auch wenn sie, wie hier stets, durch mdéglichst gleich- 
maBige Verteilung der den verschiedenen Lappen und Lappenabschnitten 
entnommenen Gewebeschnitte erhalten sind, erklirt auch die Unstetig- 
keiten, die man beim Anstieg der Gérungsgeschwindigkeiten mit der Brenz- 
traubenséurekonzentration findet, so z. B. die Leergérungswerte in Versuch 4 
und die Werte fiir die Fructosevergirung in Reihe 3. 

Die Kenntnis der fiir die Garungsaktivierung optimalen Brenz- 
traubensaéurekonzentration ist noch fiir die Frage von Interesse, welchen 
Anteil die Anhaufung von Brenztraubenséure im  Gewebeschnitt 
wahrend der Aerobiose, wahrend der ja Brenztraubensdéurebildung 
nachzuweisen ist, auf das Zustandekommen der Extragiérung nach 
nachtraglichem Ersticken haben kénnte.  Beispielsweise wird durch 
das nachtragliche Ersticken in Versuchsreihe 1 die Leergarung um 
fast 800%, gesteigert, durch Zusatz von 1 . 10-% Mol /Liter Brenztrauben- 
siure aber nur um etwa 100%, so daB auch bei 1 . 10-* Mol/Liter 
Brenztraubenséure keine gréBere Aktivierung als etwa + 300°, zu 
erwarten ware. Es geht also auch aus dieser Betrachtung hervor, 


daB die Extragaérung nach nachtraglichem Ersticken — mindestens 
zum tberwiegenden Teil — nicht durch Bildung und Anhaiufung von 


Brenztraubenséure, sondern durch das Entstehen eines anderen 
Faktors verursacht wird. 

DaBs sich tiberhaupt gréBere Mengen der Saéure im Gewebe halten 
kénnen, erscheint deswegen unwahrscheinlich, weil wihrend der 30 bis 


1 Pfliigers Arch. 226, 481, 1931. 
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40 Minuten, die von Beendigung der Aerobiose bis zum Beginn der mano- 
metrischen Messung verstreichen, bei der groBen Schnittoberflaiche’, den 
kurzen Diffusionswegen und dem groBen Diffusionsgefille (40 bis 80 emm 
Gewebe in 2000cmm Suspensionsfliissigkeit) ein annahernder Ausgleich 
des Konzentrationsunterschieds erfolgen sollte. Betont sei, daB nach der 
Aerobiose die Suspensionsfliissigkeit stets gewechselt und das Gewebe 
vorher in frischer Lésung abgespult wird. 

Das Ergebnis der Versuchsreihen 6 und 7 zeigt, dab auch optimale 
Brenztraubensaéurekonzentrationen fast unwirksam bleiben k6énnen, 
wahrend durch Vorausschicken einer Aerobiose eine erhebliche Garungs- 
steigerung herbeigefiihrt wird. Auch dies spricht dafiir, daB nicht 
Brenztraubenséurezusatz gleichartig und nur quantitativ schwacher wie 
die Aerobiose wirkt, sondern da wahrend der Aerobiose sich ein 
anderer Faktor — der Garungsaktivator — bildet und daB die Wirkung 
des Ketosiurezusatzes an das Vorhandensein eines gewissen Aktivator- 
gehalts im kérperfrischen Gewebe gebunden ist. 


d) Titrimetrische Bestimmung der Milchsdurebildung bei Brenztraubensdure- 
zusatz. 


Die Bestimmung wurde wie frither nach Firth-Charnas-Clausen in 
der Anordnung des Warburgschen Laboratoriums ausgefiihrt mit der 
einzigen Abweichung gegen die friiher angegebene Technik, daB die Oxydation 
bei Gegenwart von Manganosalz vorgenommen wurde. 

Die Bestimmung wurde bei zwei Lebern ernahrter Tiere aus- 
gefiihrt und beschrankte sich auf die Spontangérung, weil diese regel- 
maBiger gesteigert wird, als die Mehrbildung in Fructoselésung. 


Aus dem Ergebnis der manometrischen Messung berechnete sich bei 
Brenztraubenséurezusatz eine Milchséurebildung von 1,96 mg in Versuch | 
und 1,55 mg in Versuch 2. Gefunden wurden 1,84 bzw. 1,44 mg, also 93 bis 
94° der berechneten Menge. Die gefundene Mehrbildung betrug 0,68 
bzw. 0,89 mg, wahrend 0,78 bzw. 0,72 mg berechnet waren. Dies sind 88 
baw. 124°, der berechneten Menge. Derartige Schwankungen liegen noch 
innerhalb der methodischen Fehlerbreite. Der Wert im zweiten Versuch 
ist durch die geringe Milchséurebildung im Leerversuch verursacht, wobei 
stets zu geringe Werte gefunden werden. 

Es geht also aus diesen Versuchen hervor, daB es sich bei der 
Garungssteigerung durch Brenztraubensiure um Milchséuregarung 
handelt. 

Bemerkt sei noch folgendes: Falls brenztraubensaures Natrium Substrat 
der Gérung ware und nicht ein Aktivator, so miiBten aus Jedem Mol Pyruvinat 
mehr als 1 Mol Séure entstehen, um die Séurebildung manometrisch er- 
faBbar zu machen. Da alle anderen Séuren bei der Oxydation mit Per- 
manganat nach Clausen aber weitaus geringere Mengen jodbindender 
Substanzen liefern als Milchséure, die Ubereinstimmung zwischen mano- 


1 Die Schnittdicke betragt etwa 0,2 mm. 
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metrischer und titrimetrischer Bestimmung bei Annahme der entstandenen 
Saure als Milchséure befriedigend ist und schlieBlich iiberhaupt nur 0,26 mg 
Brenztraubensaure als Substrat zur Verfiigung standen, so ist eine Ver- 
girung von Brenztraubensiure als Ursache der Mehrgéirung im Zusatz- 
versuch auszuschlieBen. 


e) Die Brenztraubensdurebildung wdhrend der Aerobiose. 

Nach den Ergebnissen der vorangehenden Abschnitte ist PBrenz- 
traubenséure weder mit dem vermuteten Garungsaktivator identisch 
noch scheint sie gleichartig wie die Aerobiose zu wirken; sondern die 
Wirksamkeit der Ketosiure ist offenbar an das Vorhandensein des 
Garungsaktivators gebunden, also desjenigen Faktors, der im Verlauf 
der Aerobiose erst gebildet wird bzw. dessen Menge wahrend dieser 
Zeit erhéht wird. Andererseits stellt die Tatsache der aeroben Brenz- 
traubenséurebildung vor die Frage, ob beide Fahigkeiten des Leber- 
gewebes, die Aktivierbarkeit und die Fahigkeit zur Bildung der stimu- 
lierend wirkenden Saure, nebeneinander oder in einem engeren Zu- 
sammenhang stehen. 

Denkbar ware folgende Beziehung: Sowohl die Entstehung von 
Brenztraubenséure wie die Entstehung von Milchséure aus Kohlen- 
hydrat ist an das Vorhandensein des Aktivators gebunden. Aber fiir 
die alleinige Vergirung von Zucker zu Milchséure ist ein geringerer 
Aktivatorgehalt hinreichend, als fiir gleichzeitige Zuckervergérung 
und erhebliche Brenztraubenséurebildung. Deswegen vermag Brenz- 
traubenséurezusatz nach sofortigem Ersticken die Garung in allen 
den Fallen zu steigern, in denen der Aktivatorgehalt des Gewebes 
dies bereits zulaBt, aber noch zu gering ist, um gleichzeitig eine optimale 
Brenztraubenséurebildung hervorzurufen. Nach nachtraglichem Er- 
sticken reicht der Aktivatorgehalt im allgemeinen fiir beide Funktionen 
aus, so daB dann Brenztraubensdurezusatz nur noch eine geringere 
Wirkung ausiibt. 

Die Richtigkeit dieser Annahme schlieBt zwei Behauptungen mit 
ein: daB bei Aktivatorgegenwart auch unter anaeroben Bedingungen 
Brenztraubenséurebildung — zumindestens intermediér — erfolgt, 
und daB in einer Leber, die nicht zur Aktivatorbildung befahigt ist, 
auch keine Brenztraubenséurebildung vor sich gehen kann. 

Ich habe mich vorerst auf die Priifung der letzteren Behauptung 
beschrankt und dazu untersucht, ob unter aeroben Bedingungen bei 
Gegenwart eines vergarbaren Zuckers die Hungerleber, deren Aktivator- 
gehalt und Aktivatorbildungsvermégen duBerst schwach ist und bei 
der Zusatz der Ketosiure die Garungsintensitaét nur wenig steigert, 
Brenztraubensaure bildet. 

Die Versuche der Tabelle IIT zeigen, daB nach einer einstiindigen 
Aerobiose bei der Leber ernahrter Tiere, wie es Bruno Mendel angibt, 
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Brenztraubensaéure mit der Carboxylasemethode nachzuweisen ist, 
wahrend sie bei den Hungertieren fehlt. Die Annahme, daB die Brenz- 
traubensiurebildung an die Fahigkeit des Gewebes zur Aktivator- 
bildung gebunden ist, erscheint also nicht unbegriindet, wenn auch 
nicht erwiesen. 

Denn da Brenztraubenséiure im allgemeinen kein Endprodukt des 
Zuckerabbaues ist, lassen die in der Stoffwechselbilanz erscheinenden 
Ketoséuremengen keinen Schlu8 dariiber zu, wieviel Ketosdure inter- 
mediar gebildet und wieviel weiter abgebaut wird. Auch die Hungerleber 
kann, wie Meyerhof! gezeigt hat, offenbar Brenztraubensiéure veratmen: 
Die Atmung wird durch Brenztraubenséurezusatz auBerordentlich ge- 
steigert. Das Fehlen von Brenztraubenséure bei der Hungerleber kénnte 
also auch nur bedeuten, daB mehr verbraucht bzw. weniger gebildet wird 
als beim ernaéhrten Tiere, und eine geringere Bildung kénnte auBer auf der 
Aktivatorarmut auch auf dem Mangel an zelleigenen Zuckern beruhen, 
da die Geeignetheit der Fructose fiir die Brenztraubensaéurebildung zwar 
nicht unwahrscheinlich, aber nicht bewiesen ist. 

Die hier der Brenztraubensiure zugeschriebene Rolle eines bei 
dem Zuckerumsatz entstehenden Géarungsaktivators, dessen Ent- 
stehung und Wirksamkeit von dem gleichen Faktor abhangt, hat z. B. 
ein Analogon in der Stellung des Acetaldehyds bei der alkoholischen 
Garung. In einem cofermentfreien Hefesaft kann sich kein Acetaldehyd 
aus Zucker bilden wie auch Acetaldehydzusatz nicht wie im coferment- 
haltigen Saft girungsstimulierend wirkt?. Die Stellung der Co-Zymase 
wiirde bei der Leber der hypothetische Garungsaktivator einnehmen. 


Ill. Aktivierung der Girung dureh Acetaldehyd. 


Der Acetaldehyd (Kahlbawm-Schering) wurde in zugeschmolzenen 
Ampullen im Eisschrank aufbewahrt. Stammlésungen wurden durch Ein- 
wiagen des Aldehyds in Me&kolben und Auffiillen mit bicarbonatfreier 
Ringerlésung hergestellt, die nach Paraffinierung des Stopfens im FEis- 
schrank gehalten und spétestens wéchentlich erneuert wurden. Die Ver- 
suchslésungen wurden unmittelbar vor dem Versuch hergestellt. 

Der Stickstoff passierte beim Fiillen der Manometer eine mit der 
Versuchsacetaldehydlésung beschickte Waschflasche. 

Wie die Versuche der Tabelle IV zeigen, iibt Zusatz von 1 . 10-* Mol/ 
Liter Acetaldehyd etwa die gleiche garung:férdernde Wirkung aus 
wie Zugabe von Brenztraubensaure gleicher Molaritét. Das AusmaB 
der Wirkung hangt auch bei dem Aldehyd von inneren Faktoren ab. 
Es ist gering beim Hungertier (vgl. Abb. 2) und wenig aktivierbaren 
Lebern ernabrter ‘iere wie in Versuchsreihe 1, in der die Intensitat 


1 Diese Zeitschr. 157, 459, 1925. 

2 Vgl. C. Neuberg, diess Zeitschr. 88, 145, 1918 urd zwar 8S. 203, und 
beziiglich der Unwirksamkeit von Brenztraubenséiurezusatz O. Meyerhof, 
Hoppe-Seyler 101, 165, 1918. 
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der Fructosevergérung nach sofortigem Ersticken gering ist und durch 
das nachtragliche Ersticken nur eine Steigerung der Fructosevergarung, 
nicht aber der Leergérung erzielt wird. Bei den Lebern mit bedeutender 
spontaner Extragérung nach nachtraglichem Ersticken ist im all- 
gemeinen auch die Acetaldehydwirkung erheblich. 


Entsprechend den Ergebnissen der Kapitel II, b ist euch hier die 
Aktivierbarkeit der Leber durch Vorausschicken einer Aerobiose zwar 
eine notwendige, aber nicht hinreichende Bedingung fiir den Acetaldehyd- 
effekt. Dies demonstriert die geringe Wirksamkeit des Aldehyds in Versuchs- 
reihen 8 und 9, in denen auch Brenztraubenséure wenig wirksam ist. DaB® 
die geringe Wirksamkeit des Zusatzes der beiden Substanzen durch das 
vorausgegangene Durchspiilen des Organs in diesen beiden Versuchen 
verursacht wird, ist wenig wahrscheinlich. Denn nach den Ergebnissen 
der Versuchsreihe 5 und der Versuchsreihe 3 von Tabelle III wird durch 
diese Mafinahme der funktionelle Zustand des Lebergewebes nicht be- 
einfluBt. 

Eine Steigerung der Mehrgarung in Fructoselésung wird durch 
den Acetaldehydzusatz niemals erreicht. Da Brenztraubenséurezusatz 
und im allgemeinen auch das nachtragliche Ersticken in diesen Ver- 
suchen ebenfalls unwirksam sind, bleibt es unentschieden, ob ein EinfluB 
des Acetaldehyds auf die Fructosevergérung besteht. Wahrscheinlich 
wird er sich auch in dieser Beziehung nicht anders als Brenztrauben- 
sdure verhalten. 


Auch beim Acetaldehyd 14Bt sich aus der Bilanz der Garung ein- 
deutig ersehen, da seine Wirkung auf einer Garungssteigerung und 
nicht oder sicher nur zum geringeren Teile auf einer Saéurebildung aus 
dem Aldehyd beruhen kann. 


So wurden z. B. in Versuchsreihe 9 im Acetaldehydversuch AO 
6,5. 10-* Millimol Séure mehr gebildet als von der gleichen Schnittmenge 
im korrespondierenden Versuch O ohne Zusatz; und zwar war nach dem 
Ergebnis der nach Versuchsende in der Suspensionsfliissigkeit ausgefiihrten 
Bicarbonatbestimmung nur fixe Saéure entstanden. Nach Fiirth-Charnas- 
Clausen fand sich in der gleichen Suspensionsfliissigkeit eine Milchséure- 
menge, die 80°, der entstandenen fixen Saéure entsprach. Da keine andere 
fixe Saure einen derartig hohen Wert bei der Oxydation nach Fiirth-Charnas 
gibt, muB es sich offenbar um Milchséuregaérung handeln. 


Die gleichsinnige Wirkung von Acetaldehyd und Brenztraubensiure 
ist fiir die alkoholische Gaérung bekannt. M. Oppenheimer’, der die stimu- 
lierende Wirkung der Brenztraubensaéure auf die Zuckervergérung durch 
Lebedewsaft entdeckte, fand einen gleichen Effekt beim Acetaldehyd, der 
allerdings nicht so regelmaéBig und intensiv war wie bei der Ketoséure. 
dagegen schon bei geringeren Konzentrationen sich einstellte. (5. 10-° 
bis 2. 10-* Mol /Liter fiir Acetaldehyd gegeniiber 1 . 10-* bis 1 . 10-?Mol/Liter 
fiir Brenztraubensaure.) 


1 Hoppe-Seylers Zeitschr. 98, 235, 1915. 
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, , Tabelle 
Vergleichende Untersuchung des Einflusses von Acetaldehvd und Brenztrauhan 
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Bei Lebergewebe ist das Wirkungsoptimum des Acetaldehyds und 
der Anstieg der Wirkung mit der Aldehydkonzentration nicht so deutlich 
wie bei der Brenztraubenséure. In Versuch 6 ist bei 1 . 10-5 Mol/Liter 
bereits eine Férderung vorhanden, die nur wenig geringer als bei 
1. 10-3 ist, waihrend 1. 10~* Mol fast wirkungslos ist. In Versuch 7 
férdert 1 . 10-? Mol/Liter weit weniger als 1. 10-3. Da in den beiden 
anderen Versuchen die absolute Garungsintensitat und die prozentuale 
Férderung tiberaus gering sind, muB es noch unentschieden bleiben, 
ob diese Unstetigkeiten — wie wahrscheinlich — auf zufalligen Unter- 
schieden der Schnittqualitat beruhen, oder ob es sich tatsdchlich um 
Eigentiimlichkeiten der Acetaldehydwirkung handelt. 

Wahrend bei der alkoholischen Garung die gleichsinnige Wirkung 
von Acetaldehyd und Brenztraubenséiure und der Mechanismus dieser 
Wirkung dank der Untersuchungen C. Neubergs und seiner Schule dem 
Verstandnis keinerlei Schwierigkeit bereitet —, leichte Decarboxyli- 
sierung der Brenztraubenséure, Funktion des entstehenden wie des 
zugesetzten Acetaldehyds als Akzeptor des aus Methylglyoxal ab- 
gespaltenen ,,Gaérungswasserstoffs‘“ —, ist dies bei der anaeroben 
Milchséiuregirung tierischer Gewebe nicht der Fall, da die beiden 
Substanzen hier nicht Intermediirprodukte des Zuckerabbaues sind. 

Eine Decarboxylierung der Brenztraubensiure unter anaeroben Be- 


dingungen durch Kattenleberschnitte ist zwar durch Meyerhof, Lohmann 
und Meier! auch beim Lebergewebe gefunden worden. Doch ist ihre Ge- 
schwindigkeit gering. (Qdd, -— 0,5 bis 1,8 in Phosphatringerlésung, py = 7,5. 
Ich selber fand in einem orientierenden Versuch einen Wert von etwa 0,5.) 
Schon friiher ist eine Acetaldehydbildung unter anaeroben Bedingungen 
aus Pyruvinaten fiir Leberbrei vom Kaninchen mittels des Abfang- 
verfahrens von Gottschalk? nachgewiesen worden. Auch ihre Intensitit 
war gering. 

_ Aber mehr als die voraussichtlich geringe Intensitat der Acet- 
aldehydbildung spricht eine andere Tatsache dagegen, daB wie bei 
der Hefe Acetaldehyd und nicht Brenztraubensdure der eigentliche 
Garungsférderer ist: Bei der tiberwiegenden Mehrzahl aller tibrigen 
Koérpergewebe férdert Acetaldehyd nicht, auch wenn Brenztrauben- 
séure wirksam ist. Es wird hierauf in einer folgenden Mitteilung naher 
eingegangen werden. 

Nach dem Gesagten erscheint es eher méglich, daB Acetaldehyd 
beim Lebergewebe zur Brenztraubenséurebildung fiihrt, also etwa 
wie bei der Hefe die Oxydation intermediair bei der Hexosenspaltung 
entstehenden Methylglyoxals zu Brenztraubensaéure férdert, wobei er 
selber wohl auch zu Alkohol reduziert werden miBte. Dieser Reaktions- 


1 Diese Zeitschr. 157, 459, 1925. 
2 Ebendaselbst 146, 582, 1924. 
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gang scheint bei den tibrigen Geweben im allgemeinen nicht gegeben 
zu sein. Kin Beweis fiir diese Annahme Wiirde der Alkoholnachweis 
sein, eine Mdéglichkeit, fiir die die hier geiibte Versuchsanordnung 
wegen der geringen Menge des bestenfalls zu erwartenden Alkohols 
ungeeignet ist. 
IV. Methylenblau. ° 

Die Fahigkeit zur Aktivierung der alkoholischen Garung im Hefe- 
saft kommt nicht nur dem Acetaldehyd, sondern einer Fille anderer 
reduzierbarer Substanzen zu (C. Neuberg)!, darunter auch nach Harden 
dem Methylenblau ?. 

Dieser Farbstoff verdient in diesem Zusammenhang  besonderes 
Interesse. Er erregt in kernlosen Erythrocyten der Sauger Atmung (Barron 
u. Harrop*) und hierbei wird nach Warburg, Kubowitz und Christian* 


"4 Erstickt 
oy Gleich Nachtrag/ Abb. 1. 
> —_— EinflujB von Methylenblau auf 
G rer . 
die Gi&rung. 
+Methylenblaw Ernihrte Tiere. Mittelwerte aus 
0\- fan, 3 Versuchsreihen vom 31. Mirz, 


10. Juni und 11. Juni 1931, Mitt- 
lere Giirungsintensitét in der 
si ersten Versuchsstunde. 

Mehrgirung in Fructoselisung 





schrig schraffiert. Leergiirungs- 
6 steigerung senkrecht schrafftiert. 


O = Ohne Zucker. 

F 0,2 °/9 Fructose. 

¥ M = 2.5.10-4 Mol/Liter Me- 
thylenblau. 



































Die Indizes bei den nachtriiglich 
é — b---4 erstickten Versuchen geben an, 
F2 £2 auf welche Versuchsperiode sich 

0 O\F MO\ MF Ole die Angaben beziehen. 








Glucose zum Teil vollstandig verbrannt, zum Teil aber nur bis Brenz- 
traubensaiure oxydiert. Nach Wendel u. Shaffer® wird auch zugesetzte 
Milchsaéure zu Brenztraubensaéure oxydiert. Noch eine andere Beobachtung 
sei hier erwahnt, weil sie der Extragérung von Lebergewebe in gewisser 
Hinsicht analog ist: Die Erzeugung von Extragérung im Mehl aus (keim- 
fahigen) Erbsen durch Methylenblau. Zalecki und Notkina® gaben an, da®B 
die Geschwindigkeit der alkoholischen Garung in Erbsenmehl-Toluolwasser- 
Anreibungen erheblich gr6Rer ist, falls die Anreibung zuvor an der Luft 


1 C. Neuberg u. Mitarbeiter, vgl. die Zusammenfassung in Ergebn. d. 
Phys. 21, 400, 1923. 

2 Zitiert nach Oppenheimer-Kuhn, Die Fermente und ihre Wirkungen, 
S. 1514, 1926. 

3’ Journ. of biol. Chem. 79, 65, 1928. 

4 Diese Zeitschr. 221, 494, 1930. 

5 Journ. of biol. Chem. 87, 20, 1930. 


® Diese Zeitschr. 213, 406, 1929. 











154 O. Rosenthal: 


in diinner Schicht bei Zimmertemperatur getrocknet und von neuem in 
Toluolwasser zerrieben wurde. Ferner war die Garung gréBer in Luft als 
im Vakuum und wurde durch KCN gehemmt. Vakuum und Blausaure- 
wirkung konnten durch Zugabe von Methylenblau aufgehoben werden. 
Das Mehl girte dann so stark, wie nach vorangegangener Durchliiftung. 
Analog wirkte Acetaldehyd. 

Auch beim Lebergewebe der Ratte steigert Methylenblauzusatz 
die Garung regelmaBig. In Abb. 1 betraigt die Férderung der Leer- 
garung im Mittel dreier Versuchsreihen 70°, wahrend durch das 
nachtragliche Ersticken eine Extragirung von etwa 300%, hervor- 
gerufen werden konnte. In drei weiteren Versuchsreihen (vgl. Abb. 2) 




















W. Erstickt 
Oy Gleich Nachtrag/ 
| ee 
\— ' ror TTT) Abb. 2. 
| | ll] Wirkung von Methylenblau, Acet- 
2 | — | aldehyd (A) und _ Brenztrauben- 
siure (Br) auf die Leergirung. Er- 
| nihrte Tiere. Mittelwerte aus 
6 3 Versuchsreihen vom 13. Juli, 
= 22. Juli und 28. Juli 1931. Indizes 
4 Konzentrationen in Millimol/Liter. 
7 Bezeichnungen im iibrigen wie in 
Abb. 1 
2 
| 0% 
g LO) WassrnlAr Ue; 

















betragt bei Anwendung der doppelten Methylenblaukonzentration 
(5. 10-4 Mol/Liter) die Steigerungen auch nur 40 bis 60°%. Aber 
alle drei Lebern waren bereits nach sofortigem Ersticken teilweise 
aktiviert und deswegen sind auch die relativen Steigerungen bei Brenz- 
traubensiure und Acetaldehydzusatz verhaltnismabig niedrig. Sie 
betragen bei einer Konzentration von 1 . 10-3 Mol/Liter etwa 100%, 
also annahernd das Doppelte. 

In zwei weiteren Versuchsreihen (Abb. 3) wurden auch Versuche 
mit 0,1 und 1 . 10-3 Mol/Liter Methylenblau angesetzt. 1 . 10-4Mol/Liter 


Erstick? : 
ich Nachtrag/ 



































Abb. 3. Lebern blutfrei gespiilt. 


Ernihrte Tiere. Leergirung. Mittelwerte aus den Versuchsreihen vom 28. und 29. September 1931 
(vgl. Tabelle 4, Versuch 8 und 9.) Bezeichnungen wie in Abb. 1 und 2. 
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erwies sich hier wie in weiteren nicht wiedergegebenen Versuchen 
stets als ebenso unwirksam wie die gleiche Konzentration Brenz- 
traubensdure. 1.10~° Mol Liter steigerte die Garung, aber nicht aus- 
giebiger als die halbe Konzentration. 

Doch waren die Férderungen durch Brenztraubensiure und Acet- 
aldehyd in diesen Reihen gering und stiegen ebenfalls nicht mit der 
Konzentration wesentlich an. Auf Ansetzen weiterer Versuche mit 
héheren Farbstoffkonzentrationen habe ich verzichtet, weil die den 
Schnitten anhaftenden Farbstoffmengen Fehler bei der Wagung ver- 
ursachen kénnen, in dem hier untersuchten Konzentrationsbereich 
und bei den verwendeten Schnittmengen allerdings nicht mehr als 10°,. 

Die Priifung der Methylenblauwirkung bei blutfrei gespiiltem 
Gewebe sollte dazu dienen, auszuschlieBen, daB die Methylenblau- 
wirkung indirekt ware und auf einer Brenztraubensaéurebildung der ja 
in ungespiltem Gewebe stets reichlich vorhandenen Erythrocyten 
beruhte. Dies ist wohl nach dem Ergebnis der in Abb. 3 abgebildeten 
Versuche auszuschlieBen, da die Garungsférderung in dem gespiilten 
Gewebe nicht geringer als sonst ist. 

Wie bereits bei Besprechung der bisherigen Versuche erwahnt, 
hangt auch das AusmaB der Methylenblauwirkung offensichtlich von 
inneren Faktoren ab, was mehr noch als in dem relativen Betrag 
der Géarungsférderung in der absoluten Garungssteigerung zum Aus- 
druck kommt. Diese hat in dem Versuch der Abb. 4, bei einer Hunger- 
leber, den niedrigsten Wert unter allen Versuchen. 
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Abb. 4. 


Hungerleber, Leer- und Fructosevergirung. 
Versuch vom 18. September 1931. Konzentration von M5.10-4, von A und Br. 10-3 Mol Liter. 
Bezeichnungen wie in Abb. 1 und 2. 


Die Mehrgarung in Fructoselésung wird in samtlichen Versuchs- 
reihen bei ernahrten wie bei hungernden Tieren nicht gesteigert. Dieser 
negative Befund kann, wie beim Acetaldehyd auseinandergesetzt, die 
Frage, ob nur die Spontangirung oder auch die Vergiérung zugesetzten 
Zuckers beeinfluBt wird, nicht entscheiden. 

Das Ergebnis dieses Abschnittes ist, daB zu Brenztraubensaure 
und Acetaldehyd als dritte girungsférdernde Substanz Methylenblau 
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tritt, und daB bei allen drei Substanzen auch das Ausma8 der Wirkung 
bei Verwendung gleicher molarer Konzentrationen nicht erheblich 
differiert. Es ist hies wie dort in erster Linie von inneren Faktoren des 
Lebergewebes abhingig. Aber wenn man die Wirkung dieser Sub- 
stanzen bei den tbrigen Kérpergeweben vergleicht, so zeigt sich ein 
Unterschied: Methylenblau ebenso wie Acetaldehyd versagt meist, 
wahrend der Brenztraubensaureeffekt bestehen bleibt. Auch bei der 


Farbstoffwirkung handelt es sich also — wenigstens beziiglich der 
normalen Rattengewebe — um eine Sondereigenschaft des Leber- 
gewebes. 


Es ware denkbar, da®B diese Sonderstellung auf der Fahigkeit 
des Lebergewebes, bei Gegenwart des Farbstoffs Brenztraubensiaure 
zu bilden, beruhen k6énnte, so daB der Versuch, Brenztraubensaure 
nachzuweisen, angebracht ware. 

Ich habe letztere Versuche beim Lebergewebe noch zuriickgestellt, 
weil bei einem anderen Gewebe, namlich Jensens Rattensarkom, 
weitaus gréBere und vollig regelmaBige Aktivierungen der Fructose- 
vergirung bei Zusatz des Farbstoffs auftreten, und dieses Gewebe 
deswegen zum Nachweis einer etwaigen Brenztraubensaurebildung bei 
Methylenblauzusatz geeigneter erscheint. Auch beim Jensen-Sarkom 
férdern Brenztraubenséure und Methylenblau gleich stark. Nicht aber 
Acetaldehyd. “Es wird iiber das Ergebnis dieser Versuche an anderer 
Stelle berichtet werden. 


V. Zusammenfassung. 


1. Die Aktivierung der anaeroben Gairung von Lebergewebe durch 
Brenztraubensaéurezusatz (nach Mendel, Bauch und Strelitz) wird mit 
der Extragirung nach nachtraglichem Ersticken des Gewebes ver- 
glichen. Es zeigt sich, daB das Zustandekommen des Brenztrauben- 
siureeffektes und der Extragérung offenbar vom Vorhandensein eines 
gleichen Faktors im Lebergewebe abhangen, so daB der vermutete 
Girungsaktivator und die Ketosiure nicht identisch sein kénnen. 
Der mégliche Zusammenhang beider Aktivierungsvorginge wird 
erortert. 

2. Ferner wird gezeigt, daB auch durch Acetaldehyd- und Methylen- 
blauzusatz eine Garungsaktivierung von ahnlichem AusmaB wie durch 
Brenztraubensaéurezusatz zu erzielen ist. Die Unterschiede in der 
Aktivierung durch die drei Substanzen werden besprochen. 
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Fluorometrische Bestimmung 
der Wasserstoffionenkonzentration. 


Von 
Hl. Linser. 


(Aus dem Biolaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie Aktiengesell- 
schaft. Ludwigshafen a. Rh.) 


(Eingegangen am 5, November 1931.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Seit langerer Zeit werden von verschiedenen Seiten Indikatoren be- 
schrieben, deren Wirksamkeit auf der Farb- oder Intensitaétsanderung 
ihrer Fluoreszenz bei Einwirkung von erregendem, ultraviolettem Licht 
in Medien verschiedener Wasserstoffionenkonzentration beruht. Bereits 
1876 wurde von F’.. Kriiger (4) das Fluoreszein als fluoreszierender Indikator 
beschrieben und zu Titrationen verwendet. Spiter wurde von FP. Robl (6) 
das Umbelliferon als fluoreszierender Indikator empfohlen, dessen Um- 
schlagspunkt zwischen pq 6,5 und 7,5 liegt und das sich nach dem genannten 
Autor gut zu Titrationen starker und schwacher Séuren mit starken Basen 
verwenden lat. Eine Reihe anderer Indikatoren dieser Art hat schlieBlich 
J. Risenbrand (1) angegeben. Er empfiehlt die Salicylsiiure mit dem Um- 
schlagspunkt bei py 3, das fS-Naphthol mit einem Umschlagspunkt bei 8.6 
und das Chinin, dessen beide Umschlagspunkte bei px 6,0 und bei px 9.5 
bis 10,0 liegen. Einen weiteren fluoreszierenden Indikator haben G. Klein 
und H. Linser (2) beschrieben. Das Fraxetin, das durch Salzséiurespaltung 
aus dem Glykosid Fraxin erhaltene Aglukon, verhilt sich bei verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen namlich folgendermaBen: seine Farbe 
ist bei 

pu 4: schwach rosa, 
pu 5: starker rosa, 
pu 6: blaulichgriin, 
pu 7: starker gelblichgriin, 
pu 8: sehr stark goldgriin. 


Dieselben Autoren geben an anderer Stelle (3) eine Abhangigkeit 
der Fluoreszenzintensitét vom py der Lésung bei gleichbleibender 
Farbe der Fluoreszenz fiir das Asculin, das fluoeszierende Glykosid 
aus Aesculus hippocastanum, an. Demnach kann man zweierlei Formen 











158 H. Linser : 


von Fluoreszenzindikatoren unterscheiden, wobei eine gewisse Analogie 
zu den Farbindikatoren besteht : Die eine Art der Fluoreszenzindikatoren 
andert ihre Fluoreszenzfarbe und ihre Fluoreszenzintensitaét mit 
wechselnder Wasserstoffionenkonzentration. Ein Beispiel dafiir ist 
das oben erwahnte Fraxetin, dessen Farbe mit steigendem py von 
Rosa zu Griin umschligt. Die andere Giuppe der Fluoreszenzindika- 
toren bebhalt ihre Flucreszenzfarbe bei Anderung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration bei und variiert mit dieser nur die Intensitét der 
Fluoreszenz um bestimmte Werte, wobei manche Indikatoren (z. B. das 
Chinin) ihre Intensitaét bis zu Null senken, andere wieder (Asculin) 
nur abschwachen. 

Nach den oben genannten Autoren haben die fluoreszierenden 
Indikatoren vor den Farbindikatoren gewisse Vorteile, vor allem auch 
den, daB eine direkte Verwendung in gefarbten Lésungen méglich ist, 
da die Fluoreszenz auch in solchen Lésungen deutlich kenntlich ist. 

So wie sich die genannten Flucreszenzindikatoren zu Titrationen 
eignen, kann man sie andererseits auch zur Bestimmung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration verwenden, worauf bereits Eisenbrand (lI. c.) hin- 
gewiesen hat. 

Die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration kann an 
einfarbigen Fluoreszenzindikatoren in analoger Weise vorgenommen 
werden, wie die kolorimetrische Bestimmung mittels einfarbiger Farb- 
indikatoren. Das im folgenden angegebene Verfahren beruht auf 
relativer fluorometrischer Intensitats mess ung fluoreszierender Lésungen 
nach der von G. Klein und H. Linser (3) sowie von H. Linser (5) be 
schriebenen Methode zur fluorcmetrischen Bestimmung der Kon- 
zentration fluoreszierender Lésungen. In den genannten Arbeiten ist 
darauf hingewiesen, daB durch Nichtbeachtung der Wasserstoffionen- 
konzentration bei fluorometrischen Bestimmungen dadurch Fehler 
bei der Bestimmung der Konzentration des fluoreszierenden Kérpers 
entstehen kénnen, daB die durch das py verursachten Intensitats- 
veranderungen Konzentrationsanderungen vortéuschen. Es ist nun 
naheliegend, diesen Umstand zur Bestimmung der Wasserstoffionen- 
konzentration auszunutzen. 

Es ist auf diesem Wege tatsachlich méglich, durch fluorometrische 
Messung einer mit dem Fluoreszenzindikator versetzten Lésung die 
Wasserstoffionenkonzentration der betreffenden Lésung mit derselben 
Genauigkeit zu bestimmen, die bei kolorimetrischer Bestimmung mit 
Farbindikatoren erreicht wird. Dabei ist auf die geeignete Konzentration 
des Indikators Wert zu legen, wie unten noch ausgefiihrt wird. 

Zur Durchfiihrung der Versuche iiber die Anderung der Fluor- 
eszenzintensitat mit wechselndem px wurden als Medien von ver- 
schiedenem px folgende Pufferlésungen verwendet, die in verschiedenen 
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Mischungsverhaltnissen zu den unten angegebenen py-Werten bei den 
Messungen benutzt wurden. 

1. Citrat-Nalzsdure-Puffer (Sérensen). Der Puffer umspannt einen 
pu-Bereich von py 1,04 bis px 4,96. 

Citrat. 21,008 ¢ kristallisierte Citronenséure mit 200 cem n Natron- 
lauge im Liter Wasser. 

Salzsdure. n/10 HCI. 

2. Phosphatpuffer (Sérensen). Umspannt einen Bereich von py 5,29 
bis pr 8,04. 

Sekunddres Phosphat. 11,876 g¢ K,HPO,.2H,O im Liter Wasser 

Primdres Phosphat. 9,078 ¢ KH,PO, im Liter Wasser. 

3. Glykokoll-Natronlauge-Puffer (Sérensen). Umspannt einen Bereich 
von px 8,53 bis pH 12,90. 

Glykokoll. 7,505 g Glykokoll und 5,85 g¢ Kochsalz im Liter Wasser. 

Natronlauge. n/10 NaOH. 

Aus den genannten Stammlésungen wurden Lésungen folgender 
pu-Werte hergestellt: px 1,04, 1,17, 1,42, 1,938, 2,27, 2,97, 3,36, 3,53, 
3,69, 3,95, 4,16, 4,45, 4,65, 4,83, 4,89, 4,96, 5,59, 5,91, 6,64, 6,98, 7,17, 
7,73, 8,04, 8,53, 8,88, 9,31, 9,66, 10,09, 10,42, 11,25, 11,51, 12,04, 12,33, 
12,60, 12,79, 12,90. 

Zur Messung wurden zu 20 ccm dieser Lésungen je 2 ccm einer 
alkoholischen Lésung des betreffenden Indikators zugefiigt. 

Da es bei fluorometrischen Bestimmungen von besonderer Wichtig- 
keit ist, in welchem Konzentrationsbereich des fluoreszierenden Stoffes 
gemessen wird [vgl. H. Linser (5)] und sich erfahrungsgemaiB die 
Lésungen um so besser eignen, je verdiinnter sie sind, trotzdem aber 
geniigende Fluoreszenzintensitaét vorhanden sein muB, wurde erst der 
giinstigste Konzentrationsbereich fiir die einzelnen Indikatoren auf- 
gesucht. Es stellte sich heraus, daB bei den Indikatoren Asculin, 
Umbelliferon und Fluorescein die giinstigste Konzentration in der zu 
messenden Lésung jene von 0,00005°%, (das ist 50 y-°,) ist. Es wurden 
also die Indikatorstammlésungen 0,0005°,ig hergestellt und von diesen 
Lésungen zu 20 ccm der Probe 2 ccm zugefiigt, so daB die Konzentration 
des Indikators 0,0000455°%, betrug. Diese Lésungen zeigten geniigend 
starke Fluoreszenz, um gut fluorometriert werden zu kénnen. 

Als Standardlésungen zum fluorometrischen Vergleich ergeben 
sich von selbst die beiden Extremwerte, also die Probe in n/10 Lauge 
und andererseits die in n/10 Saéure. Dabei muBte auf Stabilitat oder 
Schwankungen der Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit von der 
Zeit nach der Herstellung der Lésung in belichtetem und unbelichtetem 
Zustande geachtet werden. 

Es wurden also frisch hergestellte und langer belichtet gestandene 
Lésungen mit Indikatorzusatz miteinander verglichen. Tabelle I gibt 
die dabei erhaltenen Zahlen. 
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Tabelle 1. 





Konzentration Nach Minuten 
; (der Indikator- ——— ean oan = 
Indikator stammliésung) 0 5 10 20 30 60 
%o ist die Schichthihe 
Fluorescein* in n/10 Lauge . . 0,000 5 80 | 30 | 30 | — 


10 10 10 10 10 10 
0,000 05 30 |) 30 30 _ . 


Asculin inn/10 Lauge. . . . 0,000 5 20 | 24 28.5 34 45 82 
Umbelliferon in n/10 Lauge . 0,000 5 20 | 25 29 38 46 90) 
Fluorescein in n/10 Saure . . 0,000 5 10 | 10 10 10 10 10 
Asculin in n/l10 Saure. . . . 0,000 5 20 | 20,5; 20,5; 21,5) 21,5) 23 
Umbelliferon in n/10 Saure . 0,000 5 20 | 20 20 19,6 19 19 


* Zu allen Messungen mit Fluorescein wurde zur Ablesung wegen geringer Farbunter- 
schiede ein Griinglasfilter [Schott & Gen., Jena, VG 3 (S 1060) 1mm] benutzt. 


Die auf gleiche Weise gefundenen Werte fiir Salicylséure (Stamm- 
lésung = 1°), 6-Naphthol (Stammlésung = 0,05°,) und Chininsulfat 
(Stammlésung = 0,01°,) sind in Abb. 1 zusammengestellt. Die Fluor- 
eszenzintensitét der Salicylsiure und des f-Naphthols ist in den ge- 
nannten Konzentrationen im Fluorometer unmeBbar klein (Schicht- 

héhe = 0), wenn in n/10 Saure auf- 





wh pnt ase gelést wurde, ebenso bei Chininsulfat 
B sh _ SE Saley siure in n/l10 Lauge. Es kommen also als 

« JO ene” os /Lauge Standardlésungen nur die beiden erst- 
S sills ’ fia Sture genannten in Lauge und das letzt- 
Sn Co genannte in Séure in Frage. Nach 
% Abb. 1 bleibt jedoch deren Fluoreszenz- 
o intensitét bei Belichtung nicht in der 
Zeit konstant, mit Ausnahme des 





! | | 


Chininsulfats, das wenigstens]0Minuten 

0 0 _# % @*- ang annahernd konstant bleibt. Die 
Zeit in mn * ‘ 

AbD. 1. genannten Indikatoren sind also zur Be- 

stimmung der Wasserstoffionenkonzen- 

tration nur dann verwendbar, wenn der Standard bei jeder Einzelmessung 

erneuert wird, bei Salicylsiure und f-Naphthol sofort, bei Chinin- 

sulfat nach mindestens 10 Minuten. Die Werte aus Tabelle I ergeben 

Ahnliches fiir das Asculin und das Umbelliferon. Auch bei diesen 

Stoffen muB der Standard nach 10 Minuten erneuert sein. Nicht not- 

wendig ist diese VorsichtsmaBnahme bei Fluorescein, dessen Intensitat 

langere Zeit konstant bleibt. 


Aus der beobachteten Tatsache der Inkonstanz der Fluoreszenz- 
intensitét bei der Belichtung im Fluorometer ergibt sich, daB bei jeder 
Einzelprobe eines beliebigen px-Wertes sich diese Inkonstanz ebenfalls 
bemerkbar macht. Bei der Messung muB also darauf geachtet werden, 
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daB die Probe ebensowenig wie der Standard vor der Ablesung lingere 
Zeit belichtet stehen bleibt. Da ferner der EinfluB des unbelichteten 
Stehens der Proben auf die Intensitét nicht weiter gepriift wurde, 
ergibt sich zur Bestimmung folgender Arbeitsgang: Der Standard 
wird unmittelbar vor der Messung mit der entsprechenden Menge 
(2ccm zu 20 ccm) Indikatorstammlésung versetzt, gut durchgemischt 
und sofort verwendet. Die zu messende Probe wird annahernd gleich- 
zeitig mit der gleichen Menge Indikatorstammlésung versetzt und die 
Probe sofort gemessen. Die zehn Einzelablesungen, die von jeder Probe 
gemacht werden, lassen sich im Laufe einer, héchstens 2 Minuten 
leicht durchfiihren, so daB die Fehler durch Belichtung durch schnelles 
Arbeiten ausgeschaltet werden kénnen. AuBerdem kompensieren sich 
entstehende Fehler dieser Art von selbst, wenn Standardlésung und 
Probe gleichzeitig hergestellt und gemessen werden, da beide gleiche 
Zeiten lang mit gleicher Intensitét bestrahlt werden. 

Zu den Messungen wurden also immer Standardlésung und Probe 
gleichzeitig angesetzt und der Indikator erst knapp vor der Messung 
zugegeben. Bei Nichtbeachtung dieser Vorschrift ergaben sich bei 
Asculin und Umbelliferon betrachtliche Streuungen der MeBresultate. 

Die auf Grund von Messungen in Pufferlésungen (vgl. oben) er- 
haltenen Kurven der Abhingigkeit der Schichthéhe im Fluorometer 
von dem px-Wert der Lésung stellen Eichkurven dar, nach denen bei 
Verwendung einer gleichen Konzentration des Indikators in einer 
beliebigen Probe der py-Wert bestimmt werden kann. Die Kurven 
sind abhangig von der Konzentration und der Art des Indikators, | 
von der Art des MeBgerates, von der Ultraviolettabsorption der ver- 
wendeten Lésung (die ausgeschaltet werden kann) und — in weiten 
irenzen — von der Temperatur. 

Abb. 2 gibt die Eichkurve fiir das Fluorescein, Abb. 3 jene fiir 
das Asculin und Abb. 4 jene fiir das Umbelliferon. 

Es zeigt sich, daB das Asculin zwei, das Fluorescein und das Um- 
belliferon hingegen nur je einen Umschlagspunkt besitzt. Die gréBte 
MeBgenauigkeit wird in dem geraden Teil der Kurve (in den dem Wende- 
punkt benachbarten Teilen) erreicht. Sie betrigt in dem genannten 
Bereich bei Asculin, Umbelliferon und Fluorescein annahernd gleich- 
maBig 0,05 py-Zahl, wirkt sich also in einer maximalen Schwankung 
von -+0,025 um den richtigen px-Wert aus, wenn eine Ablesungs- 
genauigkeit von 0,5 mm zugrunde gelegt wird. Diese Ablesungs- 
genauigkeit ist im Durchschnitt mehrerer Ablesungen leicht zu er- 
reichen. 

Somit laBt sich die py-Bestimmung auf fluorometrischem Wege 
innerhalb der giinstigsten Bereiche der Indikatoren mit einer Genauig- 
keit von 0,05 pu durchfiihren. 
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Abb. 4. 
Fluoreszenz-py-Kurve von Umbelliferon. 
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Die annahernd geraden Teile der Eichkurven erstrecken sich iiber 
folgende Gebiete : 


1 Asculin ....... . pol,5 bis py 2,0 
in. Beni cs st ew Pu 45 ss Pu 6.5 
2. Fluorescein ..... . pu 3.4 Pu 41 
3. Umbelliferon. .... . px 6,25 ,, pa 7,0 


Innerhalb dieser Bereiche kénnen die Ablesungsresultate nach einer, 
nach der Eichkurve bestimmten Gleichung der betreffenden Geraden 
berechnet werden, wodurch sich Fehler durch die Ablesung von der 
Kichkurve vermeiden lassen. 

Auf Grund einer fiir die ganze Eichkurve berechneten Formel 
oder aber durch Ablesung von der Eichkurve laBt sich das py bei Ver- 
wendung der genannten Indikatoren itiber den fiir sie angegebenen 
Bereich hinaus steigern, allerdings mit abnehmender MeBgenauigkeit. 
Die auBersten, eben noch meBbaren Bereiche sind: Asculin 1,2 bis 2,5; 
Fluorescein 2,7 bis 5,5; Asculin 4,5 bis 7,5: Umbelliferon 5,0 bis 8.0. 

Es wird sicher bei systematischer Suche nach geeigneten Fluor- 
eszenzindikatoren mdéglich sein, die Liicken im MeBbereich zwischen 
den einzelnen Indikatoren erginzend auszufiillen, so da} der gesamte 
pu-Bereich fluorometrisch zu erfassen sein wird. 

Im folgenden einige Kontrollbestimmungen an gepufferten und 
ungepufferten Lésungen verschiedener Art, bei denen das py parallel 
zur fluorometrischen Methode auf elektrometrischem Wege ermittelt 
wurde : 

Tabelle I. 





Lisung eo Miata Fluorometrisch Elektrometrisch 
Nr. ndikato1 ermitteltes Py ermitteltes Py 
1 Asculin 2,10 2.04 
2 ‘ 2,20 2.18 
: A tT eae! nicht ablesbar 2.67 
4 Fluorescein. ...... 3,15 3,16 
5 me Peer us Ae < a 3.65 3.61 
6 . a a Rex vat ln 4,10 4.10 
7 ‘ CS Genes 4,70 4,63 
8 Ps tl rs ge 5,10 510 
Fluorescein. ...... 5,10 5,10 
9 a eee 5,25 5.25 
Fluorescein . 5,25 5,25 
10 ee 5,85 5,83 
Umbelliferon . . .... 5.85 5,83 
11 SS eee ae ae 6,15 6,14 
Umbelliferon ...... 6,10 6,14 
12 Be Goss Ge bee 6,85 6.87 
Umbelliferon . . . .. . 6,90 6,87 
13 ME og os & Re we 7,15 7,12 
Umbelliferon . . . 7,15 7,12 
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Zusammenfassung. 

Es wird eine Methode angegeben, auf Grund der Abhangigkeit 
der Fluoreszenzintensitat verschiedener Stoffe vom px der Lésung 
das py von Lésungen zu bestimmen. Die MeBgenauigkeit betragt 
0,05 px. Die Verwendung von Fluoreszenzindikatoren ist besonders 
dort zu empfehlen, wo eine Lésung bei Erhaltung ihrer Farblosigkeit 
auf ihr px gepriift werden soll. 


Literatur. 
1) J..Eisenbrand, Pharmazeutische Ztg. 74, 249, 1929. 2) G. Klein 
u. H. Linser, Osterr. Bot. Zeitschr. 79, 125, 1930. — 3) Dieselben, diese 
Zeitschr. 219, 51, 1930. 4) F. Kriiger, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 9, 
1572, 1876. 5) H. Linser in Handb. d. Pflanzenanalyse 1, 397, Springer 
1931. 6) R. Robl, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 59, 2, 1725, 1926. 


7) H. Sauer, Zeitschr. f. techn. Physik 12, 148, 1931. 
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Zur Kenntnis der Serumproteine. 


(Eine Erwiderung auf die Mitteilung von A. Sehmitz'.) 


Von 


B. Lustig. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfstiftung 


Wien IIT.) 


(Eingegangen am 7. November 1931.) 


Herr A. Schmitz findet bei der Untersuchung der Fallungsgrenzen 
von Serum-EiweiBk6rpern mit Ammonsulfat in auB®erordentlich starken 
Verdiinnungen, mit Hilfe des Stufenphotometers nur zwei Fallungszonen 
und zwar bei 1500facher Verdiinnung zwischen 40 bis 55°, (Globuline) 
und zwischen 70 bis 75°, (Albumine) gesattigter Ammonsulfatlésung. 
Aus diesen, an 100 menschlichen Seren wiederholten Bestimmungen werden 
in Anlehnung an die Vorstellungen Meyers, Sérensens u. a. unter anderem 
auch folgende SchluBfolgerungen gezogen, die zum Teil im Widerspruch 
zu meinen Arbeiten stehen. A. Schmitz lehnt unter Annahme ihrer Ein- 
heitlichkeit eine Trennung der Globuline (in Eu- und Pseudoglobulin) oder 
Albumine als ,,willktrlich und nicht berechtiqt*' vollstandig ab, ebenso die 
auf dieser Trennung beruhende weitere Fraktionierung und sieht eine 
Aufteilung der Serumeiwei8k6rper in der Art, wie sie von mir durchgefiihrt 
wurde, als nicht dem wahren Zustand der Serumkolloide entsprechend an. 
Die von mir in meinen Arbeiten? angewendete Methodik (k raktionierung 
mit Ammonsulfat und weitere Trennung der Globuline nach der Dialyse 
auf Grund ihrer Léslichkeit in Wasser, 0,9°,ige Kochsalzlésung usw.) 
bewirkt nach seinen Angaben eine ,,vollendete subjektive Aufteilung**, wahrend 
er seine Methode als eine ,.unvollkommene, aber objektive** ansiecht, die vor- 
zuziehen ist. 

Beziiglich dieser Annahmen ist folgendes zu bemerken. Die friihere 
Streitfrage der Einheitlichkeit oder Vielheit der Serumglobuline ist, wie 
eine Durchsicht der Literatur oder der neueren Auflagen der Lehrbuicher 
der physiologischen Chemie (von 2B. Hammarsten oder von O. Firth) beweist. 
zugunsten ihrer Vielheit entschieden worden. Die von der Hofmeisterschen 
Schule eingefiihrte, von A. Schmitz als ,,willkiirlich und nicht berechtigt*‘ 
angesehene, Fraktionierung mit Ammonsulfat in Eu- und Pseudoglobulin 
ist unter anderem mit Erfolg zur Darstellung oder Trennung der ver- 
schiedensten biologischen Substanzen im Serum verwendet worden. Es 
sei beziiglich der Trennung der Immunkérper und der Agglutinine auf die 
Arbeit von Pick’, beziiglich der Trennung der labhemmenden und férdernden 
Wirkung auf die Arbeit von Fuld und Spiro’, beziiglich der Prazipitine 


1 Diese Zeitschr. 241, 270, 1931. 
2 Ebendaselbst 225, 247, 1930; 281, 139, 472, 1931; 238, 307, 1931. 


3 Beitr. z. chem. Physiol. 1, 1902. 
‘ Zeitschr. f. phys. Chem. 31, 132, 1900. 
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und Lysine auf die Arbeit von Fukrmann'! verwiesen. Ebenso konnten 
mit Hilfe der Ammonsulfatfraktionierung unter anderen Gross und Volk? 
eine Fraktionierung der spezifischen Eiweiisubstanzen der Luesreaktionen 
durchfiihren. 

Die von mir mit Hilfe von Ammonsulfat durchgefiihrte Trennung der 
Globuline und Albumine ergab bei den Albuminen I (50 bis 66°,) und II 
(66 bis 75°, gesattigter Ammonsulfatldsung) nur geringe chemische Diffe- 
renzen untereinander, wobei aber ihre Differenzen im Gehalt der Carboxyl- 
gruppen (nach Obermayer und Wilhelm*) wieder bestatigt werden konnten. 
Das starkere Abweichungen in seinen Eigenschaften und Zusammen- 
setzung zeigende Albumin III (75 bis 100°.) bildet im Serum maximal 
1,2°,, des GesamteiweiBes im Serum und kann bei der nach der Methode von 
A. Schmitz angewendeten starken Verdiinnung (1500fach) iiberhaupt nicht 
erfaBt werden. Was die Art der Préiformation der EKiweiBkérper im Serum 
betrifft, so kann sie weder durch die Versuche von A. Schmitz, noch durch 
unsere bewiesen werden, abgesehen davon, daB Serum gegeniiber dem 
Zustand in vivo schon verindert ist. Der Zustand der Eiwei8kérper im 
Serum 14Bt sich nach Pauly* am ehesten mit dem einer Legierung ver- 
gleichen. Immerhin muf die Tatsache, daB durch Fraktionierung mit 
Ammonsulfat Substanzen von verschiedenster biologischer Aktivitit 
getrennt und mit gleicher biologischer Wirkung dargestellt werden kénnen, 
fiir ihre Praexistenz sprechen. 

Die von mir und meinen Mitarbeitern gefundenen (von A. Schmitz 
nicht angezweifelten) weitgehenden Differenzen der biologischen, physi- 
kalisch-chemischen und chemischen Eigenschaften, sowie der chemischen 
Zusammensetzung der einzelnen EiweiBunterfraktionen, waren uns ein 
Beweis fiir die Vielheit der Globuline und Albumine im Serum. Die Art 
ihres kolloidosmotischen Zustandes im Serum wurde dabei nicht naher 
untersucht, doch war ihre Darstellungsmethode (Fraktionierung mit Ammon- 
sulfat und weitere Trennung der Globuline nach der Dialyse auf Grund 
ihrer Léslichkeit unter Vermeidung jedweder Denaturierung) kein roherer 
Eingriff in die Serumkolloidstruktur der EiweiBk6rper, als eine Verdiinnung 
des Serums aufs 1500fache nach A. Schmitz darstellt. 

Die Zeit, in der man glaubte, mit einigen einheitlichen Eiwei®kérpern 
auszukommen, ist voriiber, wir kénnen sogar individuelle EiweiBunter- 
schiede, wie sie z. B. die Blutgruppen darstellen, mit unseren chemischen 
Methoden iiberhaupt noch nicht erfassen. Aus diesem Grunde betrachteten 
wir es als einen Fortschritt, da®B es uns gelungen ist, exakte chemische 
Beweise fiir die Vielheit der EiweiBkérper im Serum zu erbringen, wobei 
manche Eiwei®unterfraktionen (z. B. die sodaléslichen Globuline) eine von 
den anderen bei gleicher Ammonsulfatkonzentration ausfallenden EiweiB- 
kérpern, eine weitgehend abweichende Zusammensetzung zeigten. 

Aus diesen Griinden lehnen wir die weitgehenden SchluBfolgerungen 
von A. Schmitz, soweit sie zu unseren Arbeiten in Widerspruch stehen, 
vollkommen ab. 


1 Beitr. z. chem. Physiol. 3, 417, 1903. 

2 Wiener klin. Wochenschr. 21, 647, 1908. 
3 Diese Zeitschr. 38, 331, 
‘ Beitr. z. chem. Physiol. 


1912; 50, 369, 1913. 
7. 531, 1906. 
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Die Wirkungsweise des Caleiums. 


IV. Mitteilung: 
Der Caleium-Magnesium-antagonismus in der Magnesiumnarkose, nach 
Versuchen an jungen Kiilbern. 


Von 
L. Seekles und B. Sjollema. 


(Aus dem Laboratorium fiir medizinische Veterinirchemie der Reichs- 
universitat Utrecht.) 


(Eingegangen am 10. November 1931.) 


In friheren Mitteilungen! wurden die Differenzen in den Symptom- 
komplexen zweier, beim Rind auftretenden Syndrome — der Gebar- 
parese und der Grastetanie — zum Teil aus den verschiedenen Ca/Mg- 
Verhaltniszahlen bei diesen Krankheiten erklart. Bei der Gebarparese, 
welche Krankheit gekennzeichnet ist durch eine meistens hochgradige 
Erschlaffung der Muskulatur und einen soporésen Zustand des Tieres, 
wurde im Blutserum ein Ca/Mg-Quotient von im Mittel 2 gefunden. 

Bei der Grastetanie, bei welcher Krankheit Exzitation und groBe 
Muskelspannung auftritt, war der Ca/Mg-Quotient im Mittel 14,6. 
Bei normalen Rindern belauft sich diese mittlere Zahl auf 5,6. Es wurde 
schon darauf hingewiesen, daB die Gebarparese mit einer Verhaltnis- 
zahl Ca/Mg = 2 sich der durch eine intravenése Einspritzung mit 
Mg-Salz bewirkten Narkose, bei der die Verhaltniszahl Ca /Mg niedriger 
als 0,9 anzunehmen ist?, nahert. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir fiir junge Kalber im Alter 
von 3 bis 5 Tagen den Ca /Mg- Quotient wahrend der Narkose bestimmt ®. 
Ein Versuch, die Zahl auch fiir Kiihe festzustellen, scheiterte wegen der 
schlimmen Lungenwirkung des injizierten Magnesiumsalzes. 


1 B. Sjollema u. L. Seckles, diese Zeitschr. 229, 368, 1930. 

2 Diese Zahl konnte damals von uns noch nicht bestimmt werden. 

3 Wir bestimmten hier nur die Total-Ca- und Mg-Werte, also nicht 
die verschiedenen Fraktionen dieser Elemente im Blutserum. Es ist wahr- 
scheinlich. daB nicht alle Fraktionen fiir die verschiedenen Prozesse im 
Organismus dieselbe Bedeutung haben. 
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Versuchsteil. 


Die Methodik war dieselbe wie friiher. Die Versuche mit Kalbern 
wurden in zwei Reihen ausgefiihrt, und zwar: 1. intravenése Injektion 
von Magnesiumsalzlésungen, 2. intravenése oder subcutane Einspritzungen 
von Magnesiumsalzlésungen nach vorhergehender Erniedrigung der Serum- 
calciumwerte mittels Natriumoxalatinjektionen. Es wurden nur zwei 
Versuche an Rindern angestellt; jedesmal wurde das Magnesiumsalz intra- 
venés eingespritzt. 


A. Versuche mit jungen Kdlbern im Alter von 3 bis 5 Tagen. 
l. Intravenése Injektion reiner Magnesiumsalzlésungen. 


Es wurde jedesmal vor und 1 bis 2 Minuten nach der Magnesium- 
injektion' eine Blutprobe der V. jugularis entnommen. In den Fallen, 
wo starke Zirkulationsst6rungen auftraten, ist die Méglichkeit einer nicht 
geniigenden Mischung der Magnesiumsalzlésung mit dem Blut nicht aus- 
zuschlieBen. Die Mg-Werte im Serum sind in diesen Fallen wegen In- 
homogenitaét nicht immer ganz richtig. 


In der Tabelle I sind die Ergebnisse der sechs Versuche angegeben. 


Tabelle I. 


Intravenése Injektion von Magnesiumsalzlésungen bei jungen Kalbern. 





mg in mg in 

g Mg-Salz | 100cem Blutserum — 100 cem Blutserum Ca/Mg 

Nr. ‘pro 30kg | Vor der Injektion nach der Injektion nach der Narkose 
fT | Injektion 
Ca P Mg Ca P | Mg 

1 2* 10,4 9,3 2,3 98, 7,8 8,7 1,14 nein 
2 4** | 116) 7,3 |2,3 | 10,7) 6,8 | 10,2 1,05 ‘ 
3 6 } 11,6) 7,8 | 2,1 9,0 6,8 15,4 0,58 
4 6 106 8,8 2,1 7,0 51 73 — 1) game. 
5 10 10,7, 9,5 | 2,3 9,5, 9,5 | 23,2 — stilletand 
6 10 97°95 175 85 96 255 “ mT en 


* MgSO, 7 aq. in 2°/oiger Lisung, 
** MgSO, 7aq. in 4°/oiger Lisung. 


Weil die Tiere nur in den ersten drei Fallen die Injektion tber- 
lebten, kénnen nur diese Fille beurteilt werden. Es konnte an diesen 
Versuchstieren nach der Magnesiumeinspritzung keinerlei Symptome 
einer Narkose oder eines Erschlaffungszustandes festgestellt werden, 
trotzdem die Ca /Mg-Verhaltniszahl bei den ersten zwei Fallen nur wenig 
héher als 1, im dritten Falle sogar bedeutend niedriger als 1 war. Die 
Anwendung einer gréBeren Menge als 6 g Magnesiumchlorid war wegen 
der schlimmen Herzwirkung nicht méglich. 


1 Falls nicht anders angegeben ist, wurde MgCl, 6 aq. in 10°, iger Lésung 
eingespritzt; lg MgCl, 6aq. = 119,5mg Me; Ig MgSO, Taq. 
- 98,6 mg Mg. 
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Das Auftreten der Narkose bei den Kalbern ist also auch von der 
absoluten Héhe des Serum-Calciumgehaltes abhingig, denn ohne 
vorhergehende Erniedrigung der Serum-Calciumwerte tritt auch nach 
groBen Magnesiumdosen keine Narkose auf. Nach vorhergehender 
Erniedrigung des Calciumspiegels durch Oxalatzufiihrung, werden die 
Tiere von einer folgenden intravenésen Mg-Salzinjektion wohl 
narkotisiert !. 

Day bei einem Ca/Mg-Quotienten von 0,58 (Nr. 3) keine Narkose 
aufgetreten ist, ist nicht auffallend: das Blut gibt nur dann ein brauch- 
bares Bild von im Organismus stattfindenden Prozessen, wenn ein 
stationérer Zustand (,,Gleichgewicht‘‘) zwischen Blut und Gewebe 
aufgetreten ist, was hier noch nicht der Fall sein konnte. 


2. Intravenése und (oder) subcutane Einspritzungen von 
Magnesiumsalzlésungen nach vorhergehender’ Erniedrigung 
der Serumcalciumwerte mittels Natriumoxalat. 

a) Die intravenése Magnesiumsalzzufithrung nach einer vorhergehenden 
intravenésen Natruimoxalatinjektion®. Die Empfindlichkeit der Tiere wurde 
wahrend der Versuche festgestellt durch die Anwendung nachstehender 
auBeren Reize: 1. Nadelstiche in die Muskulatur vom Rumpf und Extremi- 
taten (nach einer subcutanen Mg-Salzeinspritzung wurde immer die Injek- 
tionsstelle von der Probereizung ausgeschlossen), 2. Nadelstiche in den 
Nasenspiegel. 3. Beriihrung der Cornea, 4. Beriihrung der Augenwimpern. 
In einer tiefen Narkose sind diese Reaktionen meistens negativ, die vierte 
Reaktion bleibt manchmal sehr lange positiv. Ein starker Strabismus 
kommt haufig wahrend der Narkose vor. 

In der Tabelle II wird eine Ubersicht dieser Versuche gegeben. 
(In dieser Tabelle ist mitgeteilt, wieviel Minuten die Mg-Injektion nach 
der Oxalateinspritzung stattfand.) 

Es hat sich also gezeigt, daB nach der intravenésen Einspritzung 
von 15g Natriumoxalat und 6g MgCl, 6aq., 12 Minuten nach- 
einander, wohl eine Narkose auftritt, daB die Dauer der Narkose aber 
eine sehr kurze ist (etwa einige Minuten). Die Ca/Mg-Verhaltniszahl 
wahrend dieser kurzdauernden Narkose ist etwa 0,8 bis 0,9. Die Narkose 
kann nicht verlangert werden durch subcutane Einspritzung von 
Mg-Salz wahrend der Narkose (Fall 3), wohl aber durch eine vorher- 
gehende subcutane Injektion von Mg-Salz (Fall 6). Eine nachherige 
intravenése Mg-Einspritzung ist dann nicht notwendig, die subcutane 
Anwendung geniigt also. (Fall 5.) Die Ca/Mg-Verhaltniszahlen in dieser 
von einer subcutanen Mg-Salzinjektion unterhaltenen Narkose sind 


1 Siehe weiter unten; die Narkose dauerte hier nur wenige Minuten. 

2 Der Mg-Gehalt des Blutserums wird, nach unseren Beobachtungen, 
nur umetwa 10 bis 15°, von einer intravenédsen Oxalateinspritzung herab- 
geset zt. 
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bedeutend héher als die fiir die Narkose nach intravenéser Mg-Zu- 
fiihrung. Sie belaufen sich auf 1,10 und 1,27. Nach der Injektion 
einer nicht zu groBen Dosis CaCl, wird die Narkose nicht aufgehoben, 
obwohl der Ca/Mg- Quotient bis auf 3,61 gestiegen war. Die Momente, 
die in diesen Fallen die Narkose beherrschen, sind offenbar verwickelter 
als nach der intravenésen Mg-Injektion?. Gleichzeitige Injektion von 
Oxalat und Mg-Salz lést keine Narkose, sondern nur eine voriiber- 
gehende Erniedrigung der Erregbarkeit aus (Fall 4). VergréBerung 
dieser intravenés zugefiihrten Oxalat- und Mg-Dosen ist wegen der 
Giftigkeit der Substanzen nicht méglich (Fall 2). 

b) Narkose nach subcutanen Einspritzungen von Magnesiumsuljat ; 
Aufhebung der Narkose durch intravendése Calciumchloridzufiihrung. 
Diese Versuche wurden mit acht Kalbern angestellt. Es wurden 
jedesmal Dosen von fiinfmal 12,5 g MgSO, 7 aq. in 25°,iger Lésung 
an fiinf Stellen subcutan injiziert. Die nach dieser Einspritzung auf- 
tretenden Erscheinungen waren in den acht Fallen alle dieselben: etwa 
20 Minuten bis ?/, Stunde nach der Injektion waren die Muskeln soweit 
erschlafft, daB die Tiere zu Boden fielen. Innerhalb 1 Stunde nach der 
Injektion war die Empfindlichkeit der Tiere erniedrigt : sie sind soporés, 
reagieren nicht oder sehr wenig auf Nadelstiche in die Haut und auf 
Beriihrung der Cornea. Die Nasenspiegel- und Augenwimpernreaktion 
waren meistens noch positiv. Der Unterkiefer und die Zunge hingen 
herab. Dieser Zustand hochgradiger Parese und Atonie der Muskeln 
dauerte meistens einige Stunden lang, ohne daB es zu einer vélligen 
Narkose kam. Nach einigen Stunden erholten die Tiere sich meistens 
ein wenig, ohne daB sie indessen zu stehen imstande waren. Wenn 
in diesem Stadium eine neue subcutane Injektion von etwa 12,5 ¢ 
MgSO, gegeben wurde, trat eine tiefe Narkose auf, die manchmal 
wahrend einiger Stunden anhielt. In den verschiedenen Stadien der 
Mg-Wirkung wurden Blutproben der V. jugularis entnommen und wurde 
der Einflu8 einer intravenésen CaCl,-Injektion bestimmt, wie aus 
Tabelle ITI hervorgeht. 

Es zeigt sich also, daB in den vier Fallen tiefer Narkose, nach 
subcutaner Injektion von Mg-Salz, die Ca/Mg-Verhaltniszahlen des 
Blutserums 1,20, 1,38, 1,38 und 1,30, also im Mittel 1,32 waren. Wahrend 
einer Parese wurde fiir diese Zahlen gefunden: 1,75, 1,65, 1,43, 1,36, 
1,37, 1,40, 1,38, im Mittel 1,48. Die Abweichungen von den Verhaltnis- 
zahlen wahrend einer Narkose sind also unbedeutend. 


1 Man darf wohl annehmen, daB die Blutzusammensetzung den Zustand 
in den Geweben hier nicht richtig angibt. Es liegt hier ein Beispiel vor von 
einem Zustand, in dem das ,,Gleichgewicht* zwischen Blut und Geweben 


fehlt. 
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Es fallt die weitgehende Ubereinstimmung auf zwischen den 
Symptomen in den Paresefallen dieser Versuchskalber nach subcutaner 
Magnesiumsulfatinjektion mit denen in den schlimmen Formen der 
Gebarparese. 

Bekanntlich wurde fiir den Ca/Mg- Quotient bei dieser Krankheit 
im Mittel 2,0 gefunden!. Es nahert sich die Gebarparese also auch in 
dieser Hinsicht den Parese- und Narkosefallen unserer Versuchs- 
kalber. 

Es gibt noch eine dritte Ubereinstimmung mit der Gebirparese, 
namlich die nach der intravenésen CaCl,-Injektion auftretenden Er- 
scheinungen. Ganz wie bei der Gebarparese konnte auch bei den 
Versuchskalbern in paretischem oder sogar in narkotisiertem Zustande, 
schon wahrend der Injektion, das Zuriickkehren der Empfindlichkeit 
und das Verschwinden der Muskelatonie festgestellt werden. Nach 
einer zureichenden Dosis Calciumchlorid, die eingespritzt wurde, konnten 
die Tiere meistens schon einige Minuten nach der Injektion aufrecht 
stehen und manchmal eine kleine Strecke gehen. Eine Differenz mit 
der Gebarparese bildet die Erscheinung, daB sogar nach einer groBen 
Dosis Calciumchlorid bei den Kalbern nach kurzer Zeit ein Rezidiv 
auftrat: der UberschuB des im Organismus anwesenden Magnesium- 
salzes hob die Wirkung des injizierten Calciumchlorids bald wieder 
auf, und die Narkose setzte wieder ein?. 

Der Zusammenhang der Ca/Mg-Verhaltniszahl mit dem Ver- 
schwinden bzw. dem Wiederauftreten einer Narkose ist ziemlich ver- 
wickelt, wie aus unseren Beobachtungen hervorgeht. Wahrend in 
zwei Fallen, in denen die Tiere zu gehen imstande waren, diese Ver- 
haltniszahlen zu 2,32 bzw. 5,22 gefunden wurden, stellten wir in vier 
anderen Fallen, in denen die Empfindlichkeit ungestért war, die Kalber 
aber zum Gehen unfaihig waren, Zahlen von 4,35, 4,12, 3,61 und 5,41 
fest. Es sei darauf hingewiesen, daB alle diese zuletzt genannten Zahlen 
sich auf die sehr unbestandigen Zustande beziehen, wie sie sich kurze 
Zeit nach einer intravenésen Verabreichung von Calciumsalz im 
Organismus vorfinden. Das Resultat der Bestimmung der Ca/Mg-Ver- 
haltniszahl im Blutserum wird besonders in diesen Fallen sehr abhangig 
sein von dem Augenblick der Blutentnahme und von der Diffusions- 
geschwindigkeit der Mineralien im K6rper (vom Blute in die Ge- 


! Uber Symptome der Gebirparese sind schon Mitteilungen gemacht : 
diese Zeitschr. 229, 359, 1930; die Ca/Mg-Werte fiir die in der Tabelle auf 
S. 361 dieser Arbeit angegebenen Fille von Gebarparese sind: 2,48, 1,83, 
1,38, 1,68, 0,95, 1,17, 2,36, 2,91, 2,35, 2,20, 1,41, 1,95, 1,05, 1,68, 2,56, 3,56, 
2,18, 2,58, 2,35, 2,91, 3,07, 1.91, 1,84, 1.79 und 2,16. 

? Rezidiv tritt nach CaCl,-Injektion auch bei Gebarparese bisweilen 
auf, aber gewéhnlich erst nach etwa 24 Stunden. 
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webe). Das sehr schnelle Wiederauftreten einer Narkose bei einer 
Verhaltniszahl von etwa 4,12, wie mitunter in Fall 4 festgestellt wurde, 
weist auf eine sehr wichtige Mitbeteiligung der Mineralien (des groBen 
Magnesiumiiberschusses) in den Geweben. Es erklart sich vielleicht 
aus diesem Fehlen des Gleichgewichtszustandes im Organismus die 
* ° ° ° ° . 
mangelhafte Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen Ca/Mg- 
Werten. 
B. Versuche mit Rindern. 

Es wurde zweimal Magnesiumsulfat (Mg SQ, 7 aq.) in isotonischer 
(3,5°%,iger) Lésung intravenés eingespritzt, jedesmal 15 mg_ des 
Salzes pro Kilogramm Lebendgewicht. 

Der erste Versuch wurde angestellt mit einem einjéhrigen Rind (258 kg). 
Schon 10 Minuten nach der Injektion war die Atmungsfrequenz stark er- 
héht, und es entwickelte sich unter haufigem Husten das Bild einer schweren 
Bronchopneumonie. Diese Symptome verminderten sich nach etwa | Stunde; 
in den Lungen des Tieres wurden noch einige Tage nachher Gerdéusche 
wahrgenommen. Fiir den zweiten Versuch wurde eine alte Kuh (510 kg) 
benutzt. Etwa 50 Minuten nach der Injektion wurde die Herz- und Atmungs- 
frequenz sehr hoch und trat haufiges Husten auf. Die Symptome waren 
etwas weniger ausgeprigt als bei dem ersten Versuch. Lie Giftigkeit des 
Magnesiumsulfats ist fir Rinder also sehr betriichtlich. Die Versuche mit 
Rindern wurden wegen der Kostspieligkeit des Materials nicht fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 

1. Nach intravenéser Injektion von Magnesiumsalzen bei normalen 
jungen Kalbern im Alter von 3 bis 5 Tagen tritt keine Narkose auf, 
trotzdem die Ca/Mg-Verhaltniszahl im Blutserum auf etwa 1 oder 
sogar auf 0,58 erniedrigt ist. 

2. Nach vorhergehender Erniedrigung des Serum-calciumgehaltes 
mittels einer intravenésen Natriumoxalateinspritzung, lést eine intra- 
venése Magnesiumsalzinjektion eine nur wenige Minuten dauernde 
Narkose aus. Die Ca/Mg-Verhaltniszahl wiaihrend dieser Narkose 
belauft sich auf etwa 0,8 bis 0,9. 

3. Die Dauer dieser Narkose kann verlangert werden durch eine 
subcutane Injektion von Magnesiumsulfat zugleich mit der intra- 
venésen Oxalatzufiihrung. Die Ca/Mg-Verhaltniszahl wahrend der 
nun auftretenden Narkose wurde etwas hoéher, etwa 1,10 bis 1,27, 
gefunden. 

4. Es gelingt ebenfalls, eine Narkose zu erzielen durch eine sub- 
cutane Einspritzung von Magnesiumsulfat, ohne vorhergehende Er- 
niedrigung des Serum-calciumgehaltes. Es wurde wabrend dieser 
Narkose die mittlere Ca/Mg-Verhaltniszahl zu 1,32 gefunden. 

5. Wahrend einer Parese, welche von einer subcutanen MgSO,- 
Injektion verursacht war, wurde als mittlere Ca/Mg-Verhaltniszah!| 
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1,48 festgestellt. Die Abweichung von der Verhaltniszahl in den unter 
3 und 4 genannten Narkosezustaénden ist also nicht groB. 

6. Die Ca/Mg-Verhaltniszahlen wahrend einer Narkose und einer 
Parese bei den Versuchskalbern nahern sich dieser Zahl bei der Gebar- 
parese, wo der Ca/Mg- Quotient im Mittel 2 ist. 

7. Es besteht eine weitgehende Ubereinstimmung zwischen dem 
Symptomkomplex nach der subcutanen Magnesiumsulfatinjektion und 
der Gebarparese: die Erregbarkeit und der Muskeltonus sind in beiden 
Fallen herabgesetzt. 

8. Es besteht auch eine weitgehende Ubereinstimmung zwischen 
den unter 7. genannten Zustanden beziiglich der Wirkung einer intra- 
venésen Calciumchlorideinspritzung: es verschwindet, manchmal schon 
wahrend der Injektion, die Unempfindlichkeit und die Muskelatonie. 
Bei der Gebarparese, wie bei den mit subcutaner Mg8 O,-Einspritzung 
behandelten Kalbern, sind die Tiere manchmal schon einige Minuten 
nach der Calciumchloridinjektion imstande zu gehen. 

9. Eine Differenz mit der Gebarparese bildet der dann und wann 
schon innerhalb einiger Minuten bei den Kalbern auftretende Riickfall: 
das groBe UbermaB des in den Geweben anwesenden Magnesiums 
hebt nach kurzer Zeit die belebende Wirkung des Calciums wieder auf, 
und die Tiere werden aufs neue narkotisiert. Wenn Riickfall bei Gebar- 
parese auftritt, so ist das erst nach mehreren Stunden der Fall. 


Wir danken den Herren Tierarzten N.C. W. Hesse und G. H. B. 
Teunissen, sowie Herrn H. Hooghoudt, Analytiker, fiir ihre Hilfe. 
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Versuche zur Methodik der Messung des Zuwachses in vitro 
wachsender Gewebe durch Messung des Umsatzanstiegs. 


Von 


Fritz Lipmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Gastabteilung Dr. A. Fischer 
aus Kopenhagen, Berlin-Dahlem.) 


(Einaegangen am 11. November 1931.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Im Laufe der letzten Jahre wurden in diesem Laboratorium eine 
Reihe von Stoffwechselversuchen an in vitro wachsenden Geweben 
vorgenommen (1). Neben einer Messung des Stoffwechsels bestand 
von vornherein in diesen Versuchen die Absicht, wenn méglich, mit 
Hilfe der Messung des Umsatzanstiegs beim Wachstum zu einer Methode 
zu gelangen, die Verlauf und GréBe des Gewebewachstums eindeutig 
und méglichst bequem zu messen gestattet. In dieser Richtung habe 
ich die Versuche fortgesetzt. 

Damit der Stoffwechselanstieg als MaBs der zuwachsenden Crewebe- 
menge benutzt werden darf, miissen einige Grundbedingungen erfiillt sein. 
Zunachst muB der Stoffwechsel des zuwachsenden Gewebes bekannt sein. 
Warburg und Kubowitz (2) haben den Stoffwechsel von ausgeschnittenem 
Kulturgewebe nach verschieden haufigen Passagen gemessen. In ihren 
Versuchen zeigte sich, daB von der fiinften Passage ab der Stoffumsatz, 
bezogen auf die Gewichtseinheit. konstant bleibt. Hieraus geht hervor, 
daB das zuwachsende Gewebe einer reinen ‘Gewebekultur den = gleichen 
Stoffwechsel wie das Muttergewebe hat. Weiter ist zu fordern, daB die 
Umweltbedingungen der Kultur in der MefSiperiode annahernd konstant 
bleiben, da sich sonst bei Anderung der Bedingungen auch der Stoffwechsel 
andern wiirde. Diese Bedingung, auf die von Warburg und Kubowitz (2) 
und von Carrel (3) nachdriicklich hingewiesen wurde, ist bisher von einem 
groBen Teil der Untersucher. die sich mit Stoffwechselversuchen an explan 
tierten Geweben beschaftigten, unbeachtet geblieben. Vd6llig ungeeignet 
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fiir derartige Versuche sind Anordnungen, die den Bedingungen der Deck 
glaskultur ahniich sind. Dagegen lassen sich die Bedingungen der Flaschen 
kultur nach Carrel durch geringe Modifikationen so abéndern, daB sie 
innerhalb emer Versuchsperiode von 2 bis 3 Tagen geniigend konstant 
bleiben. 

Es ist prinzipiell gleichgiltig; welche Stoffwechselreaktion zur 
Verfolgung des Umsatzanstiegs gewahlt wird, sofern nur ihre GréBe, 
bezogen auf die Masseneinheit des wachsenden Gewebes, gleich bleibt. 
Da es uns nur auf die Messung des Stoffwechselzuwachses ankommt, 
der unter den eingehaltenen Bedingungen dem Gewebezuwachs pro- 
portional sein muB, ist die Kenntnis der absoluten StoffwechselgréBe, 
d.h. der UmsatzgréBe, bezogen auf die Gewichtseinheit, nicht not- 
wendig. Wir konnten daher auf die Wiagung des Kulturgewebes in 
unseren Versuchen verzichten. 


Unter den fiir ein normales Wachstum notwendigen Bedingungen 
kommen als kontinuierlich meBbare Reaktionen der Sauerstoffverbrauch 
und die aerobe Saurebildung in Betracht. Eine gleichzeitige Messung 
beider Reaktionen nach der verbesserten Methode zur Messung von 
Atmung und Glykolyse von Warburg (4) erscheint unméglich, da infolge 
der Ungleichartigkeit des Gewebes Doppelversuche nicht gestattet 
sind und infolge der dauernden Massenzunahme des Gewebes die Ver- 
suche mit verschiedenen Volumen in aufeinanderfolgenden Perioden 
unrichtige Resultate geben wiirden. 


Fiir sehr langdauernde Versuche, wie sie hier vorgesehen waren, 
sind die mit der AuBenluft kommunizierenden einfachen Manometer 
nach Barcroft-Warburg nicht gut brauchbar, da die Druckkorrektur 
haufig zu groB wird. Wir verwendeten ausschlieBlich Differential- 
manometer der Form, wie sie von Warburg (Stoffwechsel der Tumoren, 
S.1, Abb. 2) angegeben sind mit Schliffverbindung zum Manometer. 
Es zeigte sich, daB fiir tagelange Versuche die sonst tibliche Weite der 
vom GefaB zum Manometer fiihrenden Kapillare nicht geniigt, da 
bei einer Versuchstemperatur von 39° die Kapillare 
durch heraufdestillierendes Wasser mit der Zeit ver- 
schlossen wird. Erst ein Durchmesser von 2 mm gibt 
sicheren Schutz gegen einen VerschluB. Hierdurch 


{| Vs wird das nicht im Thermostaten befindliche Gas- 
eu L LY volumen vergréBert und die Genauigkeit etwas her- 
LA _j2f abgesetzt. Bei gleicher Lange und Weite der aus 
dem Thermostaten herausragenden Glasteile auf 
beiden Seiten des Manometers und bei einer GefiB- 
groBe zwischen 7 und 10 ccm haben wir Stérungen nicht bemerken 
kénnen. Ich verwendete GefiBe von der Form der Abb. 1 mit Ventil- 
stopfen (Abb. 1). 
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Das Seitenabteil dient fir Atmungsversuche zur Aufnahme der 
Lauge. Der Rand muB in diesem Falle steril paraffiniert werden, um 
ein Uberkriechen der Lauge zu verhindern. Hierzu verwendete ich mit 
Vorteil eine leicht gebogene Platinése. Fiir Garungsversuche ver- 
wendete ich haufig ein GefaB von der Form der Abb. 2, eine modi- 
fizierte Carrel-Flasche mit Ventilstopfen. Als 
Manometersperrfliissigkeit diente in allen 
Versuchen Capronsaure. Stérungen durch 
etwa in das GefaB heriiber destillierende  (¢ 
Capronsaure haben wir niemals bemerken  \~~ , ¢ 
kénnen. Die Manometer wurden mit einer = ~=== 
Schiittelgeschwindigkeit von 80 bis 110 
Ausschlagen pro Minute wahrend der ganzen Versuchsdauer ge- 
schittelt. Diese Manipulation wurde von den Kulturen gut vertragen, 
worauf bereits friher von R. Meier (5) hingewiesen wurde. 

Zur Aufrechterhaltung der Sterilitét geniigte es, auch fiir 
tagelange Versuche die Teile bis zum Schliffansatz an das Mano- 
meter zu_sterilisieren. Uberleitungsrohre, GefaBe und Fett wurden 
trocken sterilisiert. Zum Einleiten der Gasmischung geniigte es, 
das Schlauchansatzstiick des Manometers durch einen dichten 
Wattepfropf zu verschlieBen. 


Die Kulturbedingungen. 


In der Flaschenkultur befindet sich das Gewebe am Boden des 
GefaBes von einem Koagulum aus Hiihnerplasma tiberdeckt, das mit 
Tyrodelésung iiberschichtet ist!. Sowohl zur Messung der aeroben 
Glykolyse als auch zur Messung der Atmung ist erforderlich, daB die 
Sauerstoffversorgung des Gewebes maximal ist. Die Sauerstoff- 
versorgung des Gewebes ist unter den Bedingungen der Flaschenkultur 
bei volligem Diffusionsausgleich zwischen Gasraum und _ Fliissigkeit 
und zwischen Fliissigkeit und Oberflache des Koagulums in erster 
Linie abhingig von der Dicke der das Gewebe bedeckenden Plasma- 
schicht. Die Dicke der Kultur ist zu vernachlassigen. Im stationdren 
Gleichgewicht muB im Grenzfall in die Plasmaschicht gerade soviel 
Sauerstoff diffundieren, da die vom Gewebe zu maximaler Atmung 
beanspruchte Sauerstoffmenge gedeckt wird. Die Menge des herein- 
diffundierenden Sauerstoffs in der Zeiteinheit ist abhangig von der 
Diffusionskonstante des Sauerstoffs im Plasma, dem Sauerstoffdruck 
im Gasraum und in der Nachbarschaft des Gewebes und der Dicke 
der Schicht. 


1 Die Lage der Kultur wird durch Abb. 3 verdeutlicht. 
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Es besteht die Beziehung (11): 


n Po — P, 
—@D . 
t q d 
n = Hereindiffundierende O,-Menge (cem). 


q = Querschnitt (qem). 

D = Diffusionskonstante. 

Po = O,-Druck im Gasraum (Atm.). 

P, = O,-Druck: tiber dem Gewebe (Atm.). 

d = Schichtdicke. 

t = Zeit (Minuten). 

Die Lage des Gewebes in unserer Versuchsanordnung wird durch 
Abb. 3 schematisch dargestellt. 


" 
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Abb. 3. 
K = Gewebekultur. P= Plasma. F = Fliissigkeit. G = Gasraum. 


Im Grenzfall muB die in Abb. 3 der Zeiteinheit hereindiffundierende 
Sauerstoffmenge gleich der veratmeten sein und p, gleich Null. Dann 
ist die Grenzdicke zu berechnen nach 


wenn A der Sauerstoffverbrauch der Gewebefliche pro Quadrat- 
zentimeter und Minute ist. Die Atmung von Osteoblasten wurde in 
einem vorléufigen Versuch bei sehr diinner Plasmaschicht bestimmt. 
Sie betrigt 3,1.10-*cem pro Quadratzentimeter und Minute. Die 
Diffusion von Sauerstoff durch Gelatine wurde von Krogh (6) bestimmt. 
Eine Angabe iiber die Diffusion in Plasma habe ich nicht gefunden. 
Es diffundieren in Gelatine durch einen Querschnitt von lcm pro 
Minute 2,8 . 10-5 ccm O, (0°, 760 mm) bei 20° und einem Gefille von 
1 Atm. pro lem. Fiir 40° ist D (Gelatine) = 2,9. 10-5. Die Diffusions- 
konstante des Plasmas diirfte von ahnlicher GréBe sein. pp ist 1 Atm. 
Dann ist 29.105 
' <— 31.10-4 =: 0,093 em. 

In diesem Ansatz ist nur der durch die senkrecht tiber dem Gewebe 
liegende Schicht (in Abb. 3 durch zwei punktierte Linien begrenzte) 
diffundierende Sauerstoff beriicksichtigt. Es diffundiert aber auch 
von den Seiten her Sauerstoff hinzu, was viel ausmacht. Die erlaubte 
Schichtdicke ist also fiir reinen Sauerstoff mehr als 1 mm. Diese Be- 
dingung konnte in den Versuchen leicht eingehalten werden. 
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Messung der Sauerstoffabsorption. 

Aus den oben erwahnten Griinden la8t sich die Atmung wachsender 
Gewebe nur bei Absorption der Kohlensiure messen. Absorbieren 
wir aus dem Plasma alle Kohlenséure heraus, so wird die Reaktion 
stark alkalisch und das Gewebe stirbt. R. Meier half sich in der Weise, 
daB er AtmungsgefaB und AbsorptionsgefaB trennte und am SchluBb 
des Versuchs durch Herstellung einer Kommunikation die gebildete 
Kohlensaéure absorbierte und die gesamte Sauerstoffabsorption mab. 
Die Aziditat steigt in solchen Versuchen von Werten unter dem Neutral- 
punkt auf Werte itiber dem Neutralpunkt an (Luft im Gasraum), so 
daB die Bedingungen in der Versuchsperiode sich betrachtlich andern. 
Zum Zwecke der Messung des Stoffwechselanstiegs ist aber diese An- 
ordnung auch insofern unbrauchbar, als sie nicht den Stoffwechsel- 
anstieg, sondern nur eine Gesamtsauerstoffabsorption mibt. Die einzige 
Méglichkeit, um kontinuierliche Atmungsversuche in Gegenwart von 
Plasma bei Absorption der Kohlenséiure zu machen, erschien das 
fehlende Puffersystem CO,-Na HCO, durch ein anderes zu ersetzen. 
Hierzu erwies sich das Puffersysten. Monophosphat-Diphosphat als 
geeignet. In diesen Atmungsversuchen benutzte ich spatere Passagen 
von Fibroblasten, die aus Herzen siebentigiger Hiihnerembryonen in 
Deckglaskulturen geziichtet waren. Vorversuche ergaben, daB Fibro- 
blastenkulturen in Phosphatlésung unter Kohlensiureabsorption 
wachsen kénnen. Als Pufferlésung verwendete ich eine Tyrodelésung 
ohne Bicarbonat mit 0,35 bis 0,4°,, Glucose, NaH,PO, : Na,HPO, 
= 2,4: 7,6 0,025 mol., mit der das Plasma im Verhaltnis 1:2 tiber- 
schichtet wurde. Der gewahlte Saéuregrad war geeignet gefunden, 
das durch Kohlenséureabsorption frei werdende Alkali gerade zu 
neutralisieren. Diese Lésung muBte, um ein Ausfallen von Calcium- 
phosphat zu verhindern, erst kurz vor dem Versuch hergestellt werden. 
Sie wurde durch Filtration durch Berkefeld-Filter sterilisiert. Die 
Sterilisation der anderen Lésungen, die sterile Entnahme von Hihner- 
plasma, die sterile Herstellung von Embryonalextrakt fanden in der in 
diesem Laboratorium iiblichen Form statt (7). 

0,25 cem unverdiinntes Plasma wurden auf dem Boden des GefaBes 
gut ausgebreitet. Die Menge des Plasmas muB so gewahlt werden, 
daB in der Mitte des GefiBbodens Plasma in geniigender Dicke vor- 
handen ist. Die Dicke der Plasmaschicht la8t sich nicht aus der Grund- 
flache und dem Volumen berechnen, da ein groBer Teil an den GefaB- 
wanden hochkriecht und daher die Schichtdicke am Rande viel gréBer 
ist als in der Mitte. Die Kulturen wurden in den Mittelraum eingebracht. 
Nach kurzer Zeit haften sie fest am Boden des GefaiBes, da das die 
Kultur umgebende Plasma schnell koaguliert. Dann wird das gesamte 
Plasma mit einem Tropfen Embryonalextrakt koaguliert. Nach der 
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Koagulation wird mit 0,5ccem Pufferlésung iiberschichtet. Da in 
Vorversuchen festgestellt war, daB das System Plasma—Embryonal.- 
extrakt zuweilen geringe Mengen Sauerstoff absorbiert, wurden alle 
Versuche so angestellt, daB nach Gleichmachen der GefaBvolumina 
durch Eingabe von Glasstiicken in das KompensationsgefaB das jeweilige 
Medium ohne Kulturen eingefillt wurde. Unter diesen Bedingungen 
wird die Eigenabsorption des Mediums kompensiert. 

Die Versuche zeigen zunachst, daB die Ausschlage, die die Atmung 
von zwei bis drei normalen Kulturen gibt, in der beschriebenen An- 
ordnung geniigend genau gemessen werden kénnen. Als Grenze eines 
sicher meBbaren Stoffwechselanstiegs ist etwa die Steigerung um 
10 bis 15°, zu bezeichnen. 

In Tabelle I ist die mittlere Sauerstoffabsorption pro Stunde am 
ersten, zweiten und dritten Versuchstage verzeichnet. Der Zuwachs 
ist in Ubereinstimmung mit friiheren Erfahrungen am gréBten zwischen 
der 19. und 43. Stunde der Kulturperiode und fallt spater ab. 

Versuch 2 wurde mit niedrigerer Embryonalextraktkonzentration 
angestellt. Hier konnte keine Zunahme des Umsatzes gemessen werden. 
Dies ist teilweise auf die geringere Wachstumsintensitat des Gewebes 
bei niedrigerer Embryonalextraktkonzentration zuriickzufihren. Es 
zeigte sich jedoch, daB die gewahlten Bedingungen nicht ganz den 
Anforderungen entsprechen, die an eine Methode zur exakten Messung 
des normalen Wachstums zu stellen sind. Haufig wuchsen die Kulturen 
in der verwendeten Phosphatlésung schlecht, und es zeigte sich, dab 
die Pufferung zur Aufrechterhaltung der Anfangsreaktion in vielen 
Fallen nicht geniigte. 

Versuch 1. 9. Juni 1931. Manometer 30. Sperrfliissigkeit : Capronsaure 

GefaB 30a. Drei Stiicke einer groBen Herzfibroblastenkultur. 0,25 cem 
Plasma + 1 Tropfen = 0,03 cem Embryonalextrakt (zweites Zentrifugat). 
Nach Koagulation 0,5 cem 0,025 mol. Phosphatgemisch 7,6: 2,4 in Tyrode 
+ 0,leem Embryonalextrakt (zweites Zentrifugat). Im _ Seitengefal 
0,1l5cem 5°,ig. NaOH. 

GefaiB 30b (KompensationsgefaB). Wie 30a ohne Gewebe. 

Im Gasraum: O,. 





ko, = 0,74. 
Seit Versuchsbeginn Druck emm O» 
Std. mm absorbiert 
1 0,7 0,52 
3 2,8 2,1 
18,5 ~ 13,1 9,7 
24,5 — 18,7 13,8 
43 — 34.9 25,8 
47 — 38,5 28.5 
67,5 ~ 606 49.0 
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Tabelle I. (Zu Versuch 1.) 





Stindliche 


Versuchszeiten O5-Absorption Zuwachs 
Std. emm 
3—19 0,5 
19—43 0.66 82 
43—68 0,78 18 
Versuch 2. 14. Januar 1931. Manometer 31. Vier Fibroblasten- 
kulturen. Embryonalextraktkonzentration 6°, sonst gleiche Anordnung 


wie in Versuch 1}. 














Versuchszeiten O.-Absorption onhbesatien 
Std. emm cmm 
1—24 21,8 0.91 
24—48 22.1 0.92 
45—62 13,6 0,91 
10 on 
SSS =) } Abb. 4. 
EA 4s . T } Anstieg der stiindlichen 0.- 
Se | Absorption einer Fibroblasten 
™ a 7) 7 i kultur. (Versuch 1.) 


Versuchsdauer in Stunden 


Messung der aeroben Siurebildung. 

Nach den grundlegenden Versuchen von O. Warburg glykolysieren 
yachsende Gewebe unter aeroben Bedingungen. Da die aerobe Glykolyse 
unter normalen Wachstumsbedingungen gut gemessen werden kann, 
erschien es gegeben, die Messung des Anstiegs der aeroben Glykolyse 
zur Messung des Gewebezuwachses zu benutzen. Gewdédhnlich wird 
die aerobe Glykolyse nach der verbesserten Methode von Warburg (8) 
in Versuch mit zwei Fliissigkeitsvelumina indirekt gemessen. Ist 
jedoch das Fliissigkeitsvolumen klein) im Verhaltnis zum Gas- 
volumen, so entspricht unter der Annahme eines R.-Q. von 1 
(bisher wurde der R.-Q. von Kulturgewebe noch nicht gemessen) 
der gemessene Druckanstieg mit einem geringen Fehler der aeroben 
Saurebildung. Die GréBe des Fehlers ergibt sich aus dem Verhiltnis 
der GefaBkonstanten fiir Sauerstoff und fiir Kohlenséiure und aus 
dem Verhaltnis des durch Atmung verschwindenden Sauerstoffs zur 
durch Saurebildung entwickelten Kohlensaure. Da ich fand, dab 
Osteoblasten, die aus dem Supraorbitalknorpel zwélftigiger Hiihner- 
embryonen geziichtet wurden, eine besonders grobe aerobe Glykolyse 
haben, verwendete ich in diesen Versuchen hauptsachlich dieses Kultur- 
gewebe. Vorlaufige Versuche ergaben fiir Osteoblasten ein Verhaltnis 
von Qo, : Qy? = 1,33. Unter Beriicksichtigung der mittleren Retention 
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des Mediums war das Verhaltnis keo, : ko, = 1,18. Das bedeutet, 
daB bei einem R.-Q. von 1 scheinbar 18°, mehr Sauerstoff ab- 
sorbiert wird als Kohlensiure gebildet, was bei dem obigen Ver- 
haltnis der Stoffwechselquotienten einem Verlust von 24% der 
durch Saurebildung entwickelten Kohlenséiure unter den gewahlten 
Bedingungen entsprechen wiirde. Bei einem orientierenden Ver- 
gleich der manometrisch gemessenen und der chemisch bestimmten 
Milchsaure ergab sich ein UberschuB von 40% der chemisch bestimmten 
iiber die manometrisch bestimmte. Hier war der Anfangsgehalt der 
Kulturen an Milchsaure, der wahrscheinlich nicht zu vernachlassigen ist, 
nicht beriicksichtigt worden. Aus diesem Versuch geht hervor, daB 
die gemessene Saurebildung einer Milchséurebildung entspricht. Die 
in diesen Versuchen gemessenen CQO,-Werte, um etwa 30°, ver- 
mehrt, entsprechen also der vom Gewebe gebildeten Milchsiure. Auf 
eine Bestimmung der Retention konnte in diesen Versuchen verzichtet 
werden, da es uns nur auf die Messung relativer Werte ankam. 

Da die aerobe Glykolyse keine unabhangige StoffwechselgréBe 
ist, sondern nach O. Meyerhof (9) und O. Warburg (10) von der 
GréBe der Atmung abhangt, waren diese Versuche nur bei konstanter 
Atmungsgr6éBe gestattet. Dab die AtmungsgréBe in der Versuchs- 
periode unter den gewahlten Kulturbedingungen konstant bleibt, ging 
aus den Versuchen des vorigen Abschnitts hervor. 

Die Anlage der Kulturen war die gleiche wie die im vorigen 
Abschnitt beschriebene, nur wurde hier das Plasma mit Tyrodelésung 
iiberschichtet, die 0,025 mol. Bicarbonat und 0,35°, Glucose enthielt. 
Im Gasraum O, mit 5° COg. 


Versuch 3. 30. September 1931. Manometer 31. 

GefaB 3la. Drei kleine Osteoblastenkulturen, 0,25 cem Hiihner- 
plasma + 1 Tropfen = 0,03 cem Embryonalextrakt (drittes Zentrifugat). 
Nach Koagulation: 0,5cem Tyrode (0,025 mol. Bicarbonat, 0,35°, 
Glucose), 0,06 cem Embryonalextrakt (drittes Zentrifugat). 

GefaB 31b (KompensationsgefaB). Wie 3la ohne Kulturen. 

Og bis 5°, COg. 

keo, = 0,74. 

Tabelle Il. 





Aufgetretene Drucke 


Seit Versuchsbeginn (Capronsiure) CO, gebildet 
Std. mm emm 
3 + 54 4 
4 + 17,6 5,6 
21 + 37,6 27,9 
23,75 + 43,0 31,8 
29,5 + 56,1 41,6 
44 + 99,3 73,7 
47,25 + 110,0 81,5 | 
51.75 + 124.8 92.6 | 





n 
M4 
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Tabelle 11]. (Versuch 3.) $4 ] 
& ? + + + 
Versuchszeiten CO, gebildet pro Stunde g“ - 
Std. emm Ss fF rT 
ey } i } } 
Ss 
i— 4 1,4 S 
9 3 0 0 2 306 WW 30 
4—21 1,32 Versuchsdauer in Stunden 
21—24 1,42 
‘ - Abb. 5 
24—30 1,70 
30—44 2.99 Anstieg der stiindlichen 
© O,-Bildung einer Osteo- 
44—48 2,40 blastenkultur 
48—52 2,47 (Versuch 3). 


Versuch 4. 7. Oktober 1931. Die VersuchsgefaéBe enthielten annahernd 
gleiche Halften von vier Osteoblastenkulturen; die KompensationsgefaBe 
das entsprechende Medium ohne Kulturen. Manometer 31: ohne Embryonal- 
extrakt. Manometer 30: 12°, Embryonalextrakt (drittes Zentrifugat). 





Manometer 31 


Manometer 30 


Spur Embryonal- 129 9 Embryonalextrakt 
extrakt 3. Zentrifagat 


Seit Versuchs- 


beginn COz gebildet 
Std. emm 

3.5 3.5 
20 23,1 
24,7 28,4 
27,75 32,2 
43,25 52,7 
46,6 


Tabelle IV. (Versuch 4.) 





Stiindliche C O,-Bildung 


Versuchs- 


zeiten ohne mit 
Embryonalextrakt Embryonalextrakt 
Std. emm emm 
1—4 1,0 1,88 
4—20) 1,15 2,28 
20—25 1,13 3,30 
25—28 1,23 3,95 
28—44 1,32 4,20 
44—47 4.89 


CO, gebildet 


cmm 


6.6 
44,2 
60,7 
42.5 

137.8 
154.1 


5 
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Versuchsdauer in Stunden 


Abb. 6. Anstieg der stiind- 
lichen CO,-Bildung gleicher 
Hialften yon 4 Osteoblasten- 
kulturen, I mit 12°9 Em- 
bryonalextrakt, I] ohne Em- 
bryonalextrakt. 
(Versuch 4.) 


Die Versuche ergaben, da die Messung der aeroben Glykolyse 
zur Messung des Umsatzanstiegs geeignet ist. Die Ausschlage sind 
geniigend groB, der Versuchsverlauf war viel gleichférmiger als bei den 

















186 F. Lipmann: Messung d. Zuwachses in vitro wachsender Gewebe usw. 


Atmungsversuchen, und es erscheint méglich, noch Differenzen bis zu 
5°, recht gut zu messen. In Versuch 4 erwies sich die Brauchbarkeit 
der Methode zur Messung von Differenzen der Wachstumsgeschwindig- 
keit. Ohne Embryonalextrakt war die stiindliche Kohlensaéurebildung 
(Tabelle TV, Abb. 6) um 32%, in 44 Stunden gestiegen, mit Embryonal- 
extrakt wurde in der gleichen Zeit ein Anstieg um 123°, gemessen. 
Eine genauere Analyse des Kurvenverlaufs erscheint verfriiht. Es 
war hier nur die Ausarbeitung einer Methode beabsichtigt, die es ge- 
stattet, den Zuwachs an lebender Substanz eindeutig zu messen. 
Erwahnenswert erscheint die aus Versuch 4 hervorgehende Wirkung 
von Embryonalextrakt auf die GréRe der Saéurebildung. Hier waren die 
Halften gleicher Kulturen zum Versuch verwendet worden und da eine 
annahernd gleichmaéBige Teilung einigermafen leicht gelingt, ware nur 
eine Umsatzdifferenz von einigen Prozenten zu erwarten gewesen. Der 
Versuch zeigt jedoch, daB8 die Kulturhalften mit Embryonalextrakt einen 
fast um 100°, gr6Beren Umsatz bewirken. In einem weiteren Versuch 
konnte die Wirkung von Extrakt auf den Stoffwechsel direkt nachgewiesen 
werden, indem drei Kulturen ohne Embryonalextrakt angesetzt waren 
und, nach Messung des Umsatzes ohne Extrakt, Extrakt zugegeben wurde. 
Diese drei Kulturen zeigten ohne Extrakt eine Saurebildung von 1,3 ¢mm 
CO, pro Stunde nach Zusatz von 0.12 cem Extrakt (zweites Zentrifugat ). 
entsprechend einer Konzentration von 14°, 2,3 emm pro Stunde. 


Zusammenfassung. 

1. Es werden die Bedingungen angegeben, die erforderlich sind, 
um aus der Messung des Umsatzanstiegs eines wachsenden Gewebes 
die Massenzunahme des Gewebes bestimmen zu kénnen. 

2. Bei Absorption der Kohlensiure wurde der O,-Verbrauch 
wachsender Herzfibroblasten in Plasma-Phosphatlésung gemessen. 

3. Durch manometrische Messung der aeroben Saurebildung 
wurde der durch Gewebezuwachs hervorgerufene Umsatzanstieg 
bestimmt. Das Wachstum der stiindlichen Saurebildung ergibt ein 
eindeutiges MaB zur Bestimmung der Masse zuwachsender Zellen. 


Literatur. 
1) Fr. Demuth u. I. v. Riesen, diese Zeitschr. 208, 22, 1928; Fr. Demuth 
u. Rolf Meier, ebendaselbst 212, 339, 1929; Rolf Meier, ebendaselbst 231. 
247, 1931; 231, 253, 1931. — 2) O. Warburg u. Kubowitz, ebendaselbst 189, 


242, 1927. 3) A. Carrel, C. r. de la soc. de biol. 106, 7, 1931. — 
4) O. Warburg, diese Zeitschr. 152, 51, 1924. 5) Rolf Meier, ebendaselbst 
231, 247 u. 253, 1931. 6) A. Krogh, Journ. of Physiol. 52, 391, 1919. 

7) A. Fischer, Gewebeziichtung. Miinchen 1930. 8) O. Warburg. diese 
Zeitschr. 152, 51, 1924. 9) O. Meyerhoj, Arch. f. d. ges. Physiol. 185, 
11, 1920; 188. 114, 1921. 10) O. Warburg, Posener u. Negelein, diese 
Zeitschr. 152, 309. 1924. 11) Nernst-Schéenflies, Einfiihrung in die 


mathematische Behandlung der Naturwissenschaft. Miinchen und Berlin 
1923, S. 432. 
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Proliferationsgrébe von Gewebezellen in vitro und Stoffumsatz. 


Von 
Fritz Lipmann und Albert Fischer. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Gastabteilung Dr. A. Fischer 
aus Kopenhagen, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 11. November 1931.) 


In der vorhergehenden Mitteilung wurde eine Methodik beschrieben, 
mit der es gelingt, unter den einschrankenden Bedingungen des Stoff- 
wechselversuchs die WaclhstumsgréBe durch Messung des Zuwachses 
an Stoffumsatz zu bestimmen. Soll das Wachstum unter Bedingungen 
gemessen werden, die eine kontinuierliche Registrierung des Umsatzes 
nicht gestatten, so kann in der Weise verfahren werden, daB zu Anfang 
und SchluB einer Versuchsreihe der durch die Gewebemenge verursachte 
Stoffumsatz bestimmt wird. 

Die Versuche wurden in der Weise angestellt, daB die Halften 
von drei bis vier Kulturen einerseits zur Umsatzbestimmung, anderer- 
seits zur Ziichtung verwendet wurden. Die im Stoffwechselversuch 
verwendeten Kulturhalften dienten als Anfangswert. Nach der 
Ziichtungsperiode — beim Umsetzen der Kulturen wurden diese unter 
méglichst geringem Substanzverlust ausgeschnitten -— wurde der 
Umsatz der jetzt entstandenen Gewebemenge nach Ausschneiden der 
Kulturen bestimmt. Die Versuche wurden mit reinen Herzfibroblasten- 
stammen angestellt. Hier bleibt nach den Versuchen von O. Warburg 
und Kubowitz (1) die UmsatzgréBe pro Gewichtseinheit bei der Fort- 
zuchtung konstant. Die Bedingungen des Stoffwechselversuchs waren 
aihnliche, wie sie von Warburg und Kubowitz angegeben wurden. Die 
ausgeschnittenen Kulturen wurden in einer Mischung von Serum zu 
Tyrode (0,025 mol. Bicarbonat, 0,2°,, Glucose) 1:2 fiir Glykolyse- 
versuche und Serum: Tyrode (0,025 mol. Phosphatmischung, 7,6 : 2,4) 
= ]:2 fiir Atmungsversuche suspendiert. Im Gasraum zur Messung 
der anaeroben Glykolyse: N, 5°, CO,, zur Messung der Atmung 
Sauerstoff. Da zur genauen Messung der Anfangswerte infolge der 
geringen Zellmenge langer dauernde Versuche erwiinscht waren, wurden 
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diese Versuche unter sterilen Bedingungen im Differentialmanometer 
vorgenommen. Zur Bestimmung der Endwerte konnten offene Mano- 
meter verwendet werden. 
Versuch 1. 
24. Juni bis 3. Juli 1931. 

Bestimmung der anaeroben Glykolyse. Maximale Proliferations- 
geschwindigkeit (50°, Embryonalextrakt). Vier Kulturhalften (Herz- 
fibroblasten, fiinfte Passage) verursachten eine anaerobe Saurebildung 
entsprechend 4,2 cmm CQO, pro Stunde. Nach vier Passagen (9 Tagen) 
waren aus den vier zur Ziichtung benutzten Kulturhalften 33 groBe 
Kulturen bei Ziichtung im Deckglasverfahren entstanden. Die ent- 
standene Gewebemenge verursachte eine anaerobe Saurebildung ent- 
sprechend 51,7 emm CQ, pro Stunde. Die Zellmenge hatte sich also 
bei maximaler Vermehrungsgeschwindigkeit in vier Deckglaspassagen 
verzwolffacht (Tabelle I). 

Tabelle I. 


Messung der Vermehrungsgeschwindigkeit von Herzfibroblasten in Deck- 





glaskulturen. 
Embryonal- Zur Wachs- 
extrakt- Zahl ’ Messung —_ tumskon- 
Nr. Datum konzen- der — Endumsatz | verwendete stante 
tration ~—_ passagen — Stoffwechsel- nach (3) 
1931 0/4 reaktion k.10-2 
24. VI. . +4,2cmm +51,7emm anaerobe 
- oO 7 ee = poe . 1,14 
1 i piss.vo. 4 CO. G0, — Glykolyse 
3. VIL. 0 4 +4,25emm +49cmm_ anaerobe [0,07] 
bis 11. VII. CO, CO, Glykolyse ' 
7. VII. K —0,8emm — 6,3emm . 
Sek oe 50 ’ O86 
bis 27.VIL. . 4 Os Oy Atmung has 


In Tabelle I sind drei derartige Versuche zusammengestellt. Ver- 
such 2 zeigt, dab ohne Zusatz von Embryonalextrakt unter den Be- 
dingungen des Versuchs keine Zellvermehrung meBbar ist. 

Die durchschnittliche Wachstumsgeschwindigkeit in der ganzen 
MeBperiode ist proportional einem Faktor k und der jeweilig vor- 
handenen Gewebemenge 

dy 


== ky, ] 
dt y (1) 


wenn y die im betrachteten Zeitmoment vorhandene Gewebemenge 
ist. Durch Integration ergibt sich hieraus die allgemeine Wachstums- 
gleichung: 

= Cet, (2) 


wo y die am Ende des Versuchs gemessene Zellmenge oder eine ihr 
proportionale GréBe ist und C = yp, der zu Anfang des Versuchs ge- 
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messenen Zellmenge, im gleichen MaB zu setzen ist. Nach k aufgelést 
ergibt sich: 


t Yo 


Aus dieser Gleichung laBt sich k aus den Versuchsdaten berechnen. 
Die Werte von k (¢ = Stunden) sind in der letzten Spalte von Tabelle I 
verzeichnet. Die Konstante k gibt annaihernd den Bruchteil des vor- 
handenen Gewebes an, der durchschnittlich in 1 Stunde durch Wachs- 
tum hinzukommt. 


Es erscheint von Interesse, um eine Vorstellung von der Wachs- 
tumsintensitait des Gewebes zu erhalten, unter Benutzung von k und yp 
nach (2) die Gewichtsmenge zu berechnen, die bei gleichbleibender 
Zuwachsgeschwindigkeit sich nach langeren Zeitraumen gebildet hatte 
({ = Stunden). Bei einer Konstante von 0,0114, wie sie in Versuch 1 
gefunden wurde, hatten sich nach 1 Monat 0,76 g, nach 2 Monaten 
2.8kg, nach 1 Jahr bereits die ungeheure Menge von 6,7 . 10% kg 
Trockengewicht gebildet. Die Gewichtswerte wurden hierzu aus den 
Stoffwechselwerten durch Division mit den von Warburg und Kubo- 
witz (1) bestimmten Stoffwechselquotienten erhalten. @Q}° fiir Herz- 
fibroblasten nach der fiinften Passage ist nach diesen Bestimmungen 
etwa 20. 

Zusammenfassung, 

Durch Bestimmung des Stoffumsatzes der Gewebemenge (Herz- 
fibroblasten) zu Anfang und Ende einer Ziichtungsperiode von vier 
Passagen in Deckglaskultur wurde der Zuwachs an Gewebe in der 
Ziichtungsperiode bestimmt. In 9 Tagen hatte unter optimalen Be- 
dingungen sich die Gewebemenge verzwolffacht. 


Literatur. 


1) O. Warburg u. Kubowitz, diese Zeitschr. 189, 242, 1927. 








Untersuchungen iiber die Bindung der Biokolloide. 


Ill. Mitteilung: 
Harnsiiure-- Eiwei8kérper. 


Von 
St. J. von Przylecki, M. Z. Grynberg und D. Szrajber. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 
(Eingegangen am 12. November 1931.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die Untersuchungen von v. Przylecki!, sowie von v. Przylecki und 
Mystkowski® zeigten, daB sich die U* auf der Oberfliche der Eiweif- 
kérper konzentriert. Das Hauptziel dieser Experimente war, den EinfluB 
dieser Bindung auf die Urikasewirkung zu priifen; auf das Problem 
der Bindung* von E—U wurde dabei nicht naher eingegangen. 


In dieser Arbeit wollen wir diese Frage zu klaren versuchen, und 
zwar stellen wir uns die Aufgabe, die Abhangigkeit der Bindung von 
1. dem Zustand, in dem sich die EiweiBkérper befinden (Sol— Gel), 
2. der Natur der EiweiBkérper, 3. von der Anwesenheit der Elektrolyte, 
4. von der Dauer der Bindung, 5. von der Konzentration von U und E 
und 6. von der Anwesenheit von Alkoholen zu bestimmen. 


Methodik. 


Die EiweiBk6rper wurden ohne spezielle Reinigung angewandt. Wii 
gebrauchten 1. Eieralbumin -Werck, welches vom Globulin befreit war: 
2. Serumglobulin; 3. Serumalbumin; 4. Casein, das nach van Slyke bereitet 
wurde; 5. Eiereiwei®B; 6. Gelatine (Coignet Pére et Fils). Das pu wurde 
durch Zusatz von n/10 HCl oder NaOH eingestellt und mit dem Potentio- 
meter gemessen. Die Harnsiure wurde als Na-Urat (bei pu 7.5 dar- 
gestellt) angewandt®. 


' St. J. v. Przylecki, Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 1928; 181, 1929. 
2 St. J. v. Przylecki u. BF. Mystkowski, diese Zeitschr. 236, 122, 1931. 
8’ U = Abkiirzung fiir Harnséure, E = Abkiirzung fiir EiweiB. 

* Bindung im allgemeinsten Sinne. 

5 Vel. M.Z.Grynberg, diese Zeitschr. 236, 138, 1931. 





Di 


na 


pr 
(4 


tic 
Al 
Fi 


me 


un 
wi 


Al 


Ei 
ge 
de: 
ge’ 
Re 


lés 
wi 


(T 
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Die Salze waren alle Praparate ,.MWerck reinst**. Die Koagulation 
der Eiwei®Bko6rper erfolgte je nach der Art des verwendeten EiweiBes durch : 
1. Erwaérmung auf 100° (Eiereiweils, Albumine, Globuline); 2. Zusatz von 
Elektrolyten oder HC] (Casein); 3. durch Elektrolytentfernung (Globuline). 
Wir kontrollierten in allen Fallen, ob die Elektrolyte selbst keine U-Aus 
fallung hervorriefen Nur groBe (- 100 mm/Liter) CaCl,-Konzentrationen 
bewirken U-Fallung unter den angewandten Bedingungen. Die Ultra- 
filtration erfolgte mit dem Bechholdschen Apparat. Das angewandte Filter 
war eiweiBdicht. Die reine U-Lésung passierte ohne Anderung. 

Die Harnsaéure wurde entweder mittels der Folin-Wu- oder der Folin- 
Denis-Methode bestimmt. In einigen Experimenten bestimmten wir U 
nach Kriiger-Schittenhelm. 

Die Systeme wurden auf einer Schiittelmaschine geschiittelt (100 Touren 
pro Minute). Das koagulierte Eiwei8 wurde entweder durch Zentrifugieren 
(4000 Touren) oder durch Filtrieren von der Lésung abgetrennt. In der 
Fliissigkeit wurde in einigen Fallen das verbleibende Eiwei®B durch Koagula 
tion nach Folin entfernt. 

Bei Versuchen mit Gelatine wurde bei 5 und 15° gearbeitet, um die 
Auflésung des Gelatinegels zu vermeiden. 

In allen Experimenten kontrollierten wir, ob die EiweiBfiltrate keine 
Farbung mit dem Folin-Reagens geben, und ob die Anwesenheit der kleinen 
EiweiBmengen die U-Bestimmung nicht hindert. Nur diejenigen Experi- 
mente, die diesen Bedingungen entsprechen, sind in dieser Arbeit zitiert. 

Alle Ziffern der Tabellen sind Mittelwerte aus vier bis fiinf Experimenten. 


Ergebnisse. 
A. Untersuchungen mit geléstem EiweifB (Sol). 
1. Eieralbumin (pq = 6,8 bis 7.0) und Serumalbumin (px 7.0). 


Zu 20 cem 4°, iger Albuminlésung wurden 20 cem U-Lésung zugesetzt 
und 4 bis 15 Stunden stehengelassen. In einem Teile der Experimente 
wurden zwei Portionen bereitet. die eine wurde in Ruhe gelassen, die andere 
4 bis 8 Stunden geschiittelt und dann durch das Ultrafilter filtriert. 


Die erhaltenen Resultate (Tabelle I) zeigen, daB das _ geléste 
Albumin nicht mit der U in Bindung tritt. 


2. Casein und EjiereiweiB. 

Die gleichen Experimente wurden mit dem Casein sowie mit dem 
Fiereiweif ausgefiihrt. Das Casein wurde mit NaOH auf pr 8,0 bis 9.0 
gebracht und davon eine I- bis 4°,ige Lésung bereitet. Das Eiereiweif. 
dessen pu 8.8 war. wurde in vier- bis achtfach verdiinnter Lésung an- 
gewandt. Diese Experimente bestitigten die mit den Albuminen erhaltenen 
Resultate. 

3. Wirkung der Elektrolyte. 

Wir wiederholten unsere Experimente, und zwar mit Eiweifi in Salz- 

lésungen (NaCl, MgCl,, 10 bis 100 mm/Liter). Auf diese Weise bereiteten 
EX lg 

wir eine Albumin-, Globulin- und Caseinlésung, sowie eine Mischung von 

2,5°, Serumalbumin mit 2,5°, Globulin in 0,.9°, NaCl bei pr 7,5 


(Tabelle IT). 
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Tabelle 1. 





U gefunden 








PH Natur der Eiweifikiérper Desert dor Bindung al auf dem im 
} Filter Ultratiltrat 
Std. °C mg-°? » mg-?/o 
6,1, 2% Merck-Eiweibalbumin 4 geschiittelt 20 40 40 
6,1) 2 8° ® . 8 ° 37 37 36,8 
6,1) 2 0, a saa 8 a 18 37 37,3 
6113% » - 14 nicht geschittelt 20 33,5 33 
61);2% , e 24 +, a 36 33 33 
61 4 of) Merck-Kiweibalbumin | 8 geschiittelt 20 39 38,5 
6,1 4 o° “ i 24 nicht geschiittelt 20 36 36 
6,1 4% 24 37 32 32 
8,4 EiereiweiB, 4 fach verdannt 4 geschiittelt 18 31 31,5 
8.4 a i 20 39 38,6 
8,4 is js “4 nicht. geschittelt 20 32 31,5 
8,2 05°, Casein... .. . ) 4geschiittelt 20 40 39,5 
86 10% , a 40 40 
86/|20% , 40 39 
90)}10% , 40 39,5 
90/20% =, 40 39,8 
9,0), 40% , 40 39,9 
Tabelle II. 
: U ge funden n 
‘ aa Dauer der Bindung A. emt dem Petia 
pu Natur der Eweifikirper I Filter im Filtrat 
Std. oC mg-°/9 mg-°/o 
6,1 || 2% % Albumin in 0,5% NaCl 8 geschiittelt 20 32 31 
6,1 Pe 5, NaCl 15 nicht geschittelt | 37 32 32 
6,5 | 20) Yy P Globulin i in 0,5% NaCl 8 geschiittelt 18 39 38,5 
8.4 Kiereiweib, 5fach verdinnt 
in 0,5 % NaCl aes _ 20 39 39 
8,6 Cassin in 2% NaCl. . . || 8 he 20 40 40 
7,8) 25% Sivenie a+ 2. 5% 
' Globulin in 0.9% NaCl 8 ‘ . 20 20 20 
7,8 25% Albumin + 2,5 % 
Globulin in 0,994 NaCl 8 - 37 20 20 
7,8 2.5% Albumin + 2,5 ° 
Globulin in 09% NaC ‘| | 24 nicht geschiittelt 20 20 19,5 
7,8 2,5% Albumin Lo 25% 
Globulin in 0.99% NaCl 24 , - 37 20 20,2 


In allen Fallen wurde das gleiche Ergebnis festgestellt. Die Unter- 
suchungen zeigten, daB die Eiwei®kérper, wenn sie im Solzustand 
gelést blieben, und wenn sie bei px > 6,0 untersucht wurden, nicht 
mit der Harnséure in Bindung treten. 


B. Untersuchungen mit Eiweifgelen. 
I. Eieralbumin (pu = 6,1 bis 7,0) 
Vorversuche zeigten, daB das durch Erhitzen koagulierte Al- 
bumin sich leicht mit der U bindet. 














Bindung der Biokolloide. III. 


1. EinfluB der EiweiBkonzentration. 

Zu 20 cem Albumin von verschiedener Konzentration wurden 20 cem 
U in 68 mg-°,iger Lésung zugesetzt. Nach 10 Minuten wurde die Mischung 
auf 100° erhitzt. Nach Abkiihlung wurde filtriert. Gleichzeitig wurde 
auch die Kontrolle (20 cem H,O + 20cem U) genau so lange erhitzt. 

Die Mittelwerte von vier Experimenten sind in der Tabelle III 
zusammengestellt, sowie auf der Abb.6 graphisch wiedergegeben. 
Die Menge der gebundenen U steigt bei kleinen E-Mengen. Dann 
stellt sich ein Gleichgewicht zwischen der gebundenen und freien U 
ein, das unabhangig von der E-Konzentration bleibt. Bei 34 mg-°(ige1 

geb. 2% 


U-Lésung besteht das Gleichgewicht U — = — 
frei 77 


Tabelle 111. 





E-Konzentration U-Konzentration U gebunden 
in % 9 im Filtrat in mg-° 5 


©» der gebundenen | 
BRL 0 
33,5 5,0 
31,0 7,5 
29,5 9,0 
29,0 9,5 
29.5 9,0 


2. Wirkung der U-Konzentration. 


In diesen Untersuchungen wurden 20 cem 4°,ige Albuminlésung und 
20 ccm verschieden konzentrierte U-Lésung gemischt. dann nach 10 Minuten 
erhitzt und nach Abkiihlung filtriert. 


Tabelle IV. 


20 cem 2°, ig. Albumin + 10cem U nach 10 Minuten koaguliert und nach 
Abkiihlung filtriert. 





Angewandte U-Liésung | a , h 
in mg-0/, | Im vanes gefunden 100 


a a 


21 16 H 23.5 
42 34 19 
62 51 is 
83 68 i 18 


Der Prozentsatz der gebundenen U bleibt (Tabelle IV, Abb. 4 und 5) 
von der angewandten U-Konzentration unabhangig, und zwar betragt 
er 18 bis 19%. Die gebundene U-Menge ist proportional der U-Kon- 
zentration. 
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3. Wirkung der Elektrolyte. 

a) EinfluB von NaCl. Man untersuchte die E-U-Bindung in den 
Systemen, wo 20cem 4°, iger Albuminlésung. 10 cem = verschieden kon 
zentrierter NaCl-Lésung und 10cem 164 mg-°,iger U-Lésung gemischt 
wurden. Das System wurde wie gewoOhnlich erhitzt usw. 

Die erhaltenen Resultate (Tabelle V, Abb. 1) zeigen, daB die 
Bindung um so kleiner wird, je konzentrierter die NaCl-Lésung ist. 


Bei 50 bis 100 mm /Liter bleibt die ganze U frei. 


Tabelle V. 


Im Falle, wo wir NaCl zugaben, wurde eine 40 mg-°,,ige. wo MgCl, zugeset zt 
wurde, eine 41 mg-°,ige Lésung angewandt. 








Im Filtrat Im Filtrat 
NaCl in gefundene a—b a—b 100 MgCl, in gefundene a—b a > 100 
mm/Liter U in mg-°/5 (a= 40) a mm/Liter U in mg-°/9 (a <= 41) a 
a b 
0 33 7 17,5 0 33 
12,5 35 5 12,5 2,5 37,5 
25 37 3 7,5 5 49 
50 38,5 1,5 4,0 10 40 f 
100 40 0 0 25 41 0 
200 40 0 0 59 41 0 





100 41 0 
b) EinfluB von MgCl,. Ganz ahnliche Ergebnisse beobachteten wit 
im Falle, wo wir verschiedene Mengen von MgCl, zu den Systemen [-l 


zugaben (Tabelle V, Abb. 1). 


19.5 


b 
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Die Konzentration des MgCl,, die ein totales Ausbleiben der 
Bindung hervorruft, ist aber viel kleiner als die von NaCl. Das Ver- 
haltnis ist 1: 8. 


C. Einwirkung von M@gCl,, das nach der Koaqulation der EB-U-Mischung 


zugesetzt wurde. 


Die vorstehenden Experimente zeigten, daB die Elektrolyte, die 
vor der Koagulation zugesetzt waren, von bestimmter Konzentration 
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an, eine totale Verhinderung der Bindung E—U_ bewirken. Dieser 
Effekt kann als eine Veranderung des E in dem Sinne erklart werden, 
daB es mit der U nicht in Bindung tritt. 


Wir priiften nun, ob die Elektrolyte auch die schon erfolgte Bindung 
lésen. Wir untersuchten die Systeme, wo MgCl, vor oder nach der 
Koagulation zugesetzt war. Das Resultat war in beiden Fallen dasseibe. 


Tabelle VI. 


Svstem: 20cem EiweiB (2°, Albumin), 10 cem U, l0cem H,O; durch 
Erhitzen koaguliert, abgekiihlt und nach 10 Minuten MgCl, bis zu 25 mm 
pro Liter Lésung zugesetzt. Nach 0, 2, 5, 10, 30, 50 und 90 Minuten wurde 


filtriert und die U bestimmt. 














Zeit nach Bei 20° Bei 3° 
dem Zusatz 
von MgCl, gebundene l in Freiheit gebundene | in Freiheit 
in Minuten in %/9 gesetzte U in %% in ¢ gesetzte U in 
0 18,5 18.5 
2 11,0 41 
5 4,0 78 
10 Q * 100 
15 12,5 32,5 
30 75 60 
50 1.5 95 
90 0 100 
Die Zeit, in der die Infreiheit- aed 
setzung des gebundenen U durch = 
’ ° s 1B 
das MgCl, erfolgt, ist sehr kurz, § 
- . . aS 
und zwar ist nach 10 Min. bei 20°) S 
: oo es S 
und bei 25mm Lésung von MgCl, . 
; rs : . y7 
die ganze U frei (Tabelle VI, Abb. 2). 
Der Vorgang ist sehr von der 
Temperatur abhangig. Bei 3 bis 4° 
dauert die Infreiheitsetzung anstati 0 SS > = 
10 Minuten 50 bis 60 Minuten Zeit in Minuten 
(Temperaturkoeffizient — 3). Abb. 2 


4. EinfluB der Verditinnung. 


Das System, welches durch Erhitzen zur Koagulation gebracht 
wurde, wurde mit Wasser dreifach verdiinnt und | Stunde geschiittelt. 
Wir beobachteten eine proportionale Verminderung der E— U-Bindung, 
und zwar fanden wir, daB im nicht verdinnten System 11,8 mg U 
= 20°, gebunden waren, im dreifach verdiinnten System dagegen 


nur 4,1 mg = 7%. 
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Il. Globuline. 


In allen Experimenten mit Globulinen wurde eine 3,5°,ige Serum- 
globulinsuspension angewandt. Derartige Suspensionen binden aus 
einer 40 mg-%igen U-Lésung 18 bis 23% U. 


1. EinfluB der Elektrolyte. 


Es wurden verschiedene NaCl- oder MgCl,-Mengen zu der auf 100° 
erhitzten Mischung zugesetzt, um den EinfluB auf die E—U-Bindung 
zu bestimmen. Die Tabelle VII zeigt, daB diese Salze keine Ver- 
minderung der Bindung hervorrufen. 


Tabelle VII. 


a) EinfluB der Elektrolyte auf das denaturierte Globulin, 4°.,ige Globulin- 





suspension in 20 mg-°,iger U-Lésung, Gesamtvolumen = 50 cem. 
NaCl in mm/Liter %/5 der gebundenen U Mg Cl, in mm/Liter °/, der gebundenen | 
0 16,0 0 21,0 
10 15,4 10 20,5 
25 14,8 25 20,2 
50 14.4 50 20.0 
100 14.6 


b) EinfluB der Elektrolyte auf das natiirliche MiweiB. 4°, Globulin 
in 20 mg-°,iger U-Lésung, Gesamtvolumen = 100 cem. 

Von der Suspension gebundene U-Menge: 19,4. Dasselbe System durch 
NaC! gelést: a) U-Konzentration der Lésung, die auf dem Ultrafilter zuriick- 
blieb: 17.9, 19,2, 18.1. b) Im Ultrafiltrat : 17,1, 18,6, 18,4. 


2. EinfluB der Verdiinnung. 


Auch Verdiinnung mit Wasser ruft keine totale Reversion der 
Bindung hervor, wie man eigentlich hatte erwarten sollen. 


3. Uberfithrung der Suspension in den Solzustand. 


Es interessierte uns jetzt, ob das in Suspension befindliche Globulin 
beim Solvatisieren durch Elektrolyte die gebundene U in Freiheit 
setzt, oder ob die U weiter gebunden bleibt. Zu diesem Zwecke wurde 
eine Globulinsuspension 4 Stunden mit U geschiittelt. In zwei Por- 
tionen wurde die gebundene U-Menge bestimmt, in zwei anderen wurde 
durch NaCl das Globulin gelést und durch Ultrafiltration die gebundene 
U bestimmt. Es wurde keine Bindung nachgewiesen. Die ganze U ist 
in diesem System frei (Tabelle VII). 
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III. Serumalbumin-Globulinmischung. 


1. Das System, 


welches 2,5°, Albumin und 2,5°, Globulin bei py 6,5 enthielt, wurde 
mit 120 mg-°,iger U-Lésung durch Erhitzen koaguliert, nach Abkiihlen 
20 Minuten stehengelassen und dann filtmert. Im Filtrat wurde die U 


bestimmt. 
Tabelle VIII. 
50 cem 2,5°, Albumin, 2,5°,, Serumglobulin + 25 cem 120 mg-°,, U. Die 
Mischung wurde durch Erhitzen koaguliert. Die Salze wurden dann zugeset zt. 
das System geschiittelt und nach 2 Stunden im Filtrat U bestimmt. 





NaCl Konzentration Gebundene U in ‘ — : Get . J 
a ) atic jebundene U in MgCl. in mm/Liter jebundene U in 


in mm Liter der vorhandenen der vorhandenen 
0 36 0 34 
25 27 10 19 
50 21 25 19 
100 17 50 19 


Es wurde soviel U gebunden, als wenn die zwei KiweiBkérper je 
allein mit einer 30 mg-°Gigen U-Lésung reagieren. 


2. EinfluB der Elektrolyte auf die koagulierten Systeme. 
In diesem Falle beobachteten wir, daB nur 40 bis 45°, der ge- 
bundenen U-Menge frei wird, der Rest bleibt in diesem Falle gebunden 
(Tabelle VIIL). Es ist sehr wahrscheinlich, daB nur der Teil, der an 
Albumin gebunden war, in Freiheit gesetzt wird, da dagegen der 
an Globulin gebundene unverandert bleibt. 


3. EinfluB der Elektrolyte auf die Systeme: Koaguliertes 
Albumin +- nicht erhitzte Suspension von Globulin. 
Wenn wir eine Konzentration von NaCl (0,6 bis 0,9°%) wihlen, 

die das Globulin lést, beobachten wir, daB fast die ganze U in Lésung 

geht und das Ultrafilter passiert (Tabelle LX). 


Tabelle IX. 


25cem 5°, Albumin, welches durch Erhitzen koaguliert wurde + 25 cem 
5°, Globulin, in 1°, NaCl gelést, + 25 cem 120 mg-°,ige U-Lésung. Die 


Mischung nach 8 Stunden durch das Ultrafilter filtriert. 








U-Konzentration in mg-°/o Differenz 

auf dem Filter im Filtrat in mg-° 9 in ‘ 
39,6 38,9 0,7 2 
38,8 38,2 0,6 <2 
39,1 38,9 0,2 1 
38,3 38,1 0,2 l 
38,7 38.4 03 <1 
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IV. Casein. 
Das Casein wurde entweder durch HCl auf py = 4.7 gebracht 
und dadurch gefallt, oder bei py = 7,0 durch MgCl, gefallt. 
Tabelle X. 


5g Casein + 50 cem Na-Urat. 





Anfangskonzentration Gebundene U in %Jo der vorhandenen Pu 7,0 
U in mg-°/5 Pu = 4,7 Pu 7,0 Gebundene U in mg 
20 27,5 82,5 16,5 
40 42,5 60,0 24,0 
60 82,0 53,0 31,8 
80 84,0 47,5 38,0 
1. U-Bindung durch auf py 4.7 oder 7,0 gebrachtes Casein. 


Tabelle X zeigt, daB bei py = 4,7 U leicht mit dem Casein in 
Bindung tritt. Auch bei py = 7,0 sehen wir eine grobe Tendenz zur 
E—U-Bindung; sie ist in Milligramm auf 1 g E ausgedriickt um so 
gréBer, je gréBer die angewandte U-Konzentration ist. Der Prozent- 
satz an gebundener U ist aber um so kleiner, und zwar sind bei 
20 mg-% U 16,5 mg in 100 cem gebunden bei 5g Casein, was 82,5° , 
betragt; bei 80 mg-°, sind 38 mg gebunden, was aber nur 47 bis 50°, 
ausmacht (Abb. 4 und 5). 


2. EinfluB der Caseinkonzentration (Abb. 6). 


Zu 20cem U-Lésung wurden je 30cem Caseinsuspension zugesetzt. 
Die Caseinkonzentration variierte zwischen 0 und 7,5 g. 


Tabelle X17. 


50 cem 40 mg-°,ige U-Lésung mit verschiedenen Mengen von Casein 

suspension bei px 7,0 gemischt, 4 Stunden geschiittelt, zentrifugiert 

und im Filtrat die U bestimmt. Das Filtrat, daB ohne U-Zusatz untersucht 

war, gab keine Reaktion auf U, die zugesetzte U gab die theoretische 
U-Menge. 





U-Menge, die von 1g Casein 
gebunden ist, in mg 


Gebundene U 
Caseinmenge in g al a ola aed i 
in mg in %% 


1.0 0,3 7 ? 

20 3,8 19 1,9 
3, 6,0 30 20 
5.0 11.0 5D 2,2 
7.5 16,0 80 2,1 


Tabelle XI zeigt, daB die pro Gramm E gebundene U-Menge stets 
dieselbe bleibt, und zwar 1,87 bis 2,13 mg. 
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3. EinfluB der Elektrolyte. 


Die ausgefiihrten Experimente zeigten, daB die angewandten 
Elektrolyte (MgCl,, CaCl,) keinen EinfluB auf die Casein-U-Bindung 
austiben. Die am Casein gebundene U-Menge bleibt auch bei 100 mm 
Lésung von MgCl, dieselbe (Tabelle XII). 


Tabelle X11. 


oige U-Lésung, pu 7.0. Geschiittelt wie 
bei Tabelle XII. 


o 


5g Casein + 50cem 32 mg- 





. P : t ge ne r . . . oa tame 
Mg (lz in mm Liter Im Filtrat gefundene = (4 (1, in mm/Liter _—*/™_**Filltrat_ gefunden 


in mg-°/9 U in mg- 


17.0 17,0 
17.5 16.5 
17,0 16.5 
16,2 
16,5 


4. EinfluB von px. 

Zur Caseinsuspension wurden verschiedene Mengen n/10 NaOH 
zugesetzt, um das py zu andern, und zwar im py-Bereich 7,0 bis 8,5. 
Wir bemerkten einen kleinen Abfall der Bindung beim Uhergang von 
8,0 auf 8,5, und zwar von 55 auf 52,5°, (fast in der Fehlergrenze). Die 
gebundene U-Menge in Milligrammprozent war bei py = 7,0 bis 18,0: 
Pu 7.4 bis 17,8: pu 8,0 bis 18,0; py 8,6 bis 17,0. 


5. Reversibilitat der Bindung. 
Es wurden folgende Experimente ausgefiihrt : 
60cem 80mg-°,ige U-Lésung + 5g Caseinsuspension, py 
2 Stunden geschiittelt, im Filtrat U bestimmt. 
30 cem 80 mg-°,,ige U-Lésung + Casein. 2 Stunden geschiittelt, + 30cem 
80 mg-°, U. 
30 cem 80 mg-°,, U + Casein, 2 Stunden geschiittelt, + 30cem H,O, 
dann 2 Stunden geschiittelt, filtriert usw. 
30 cem 40 mg-°,, U + Casein, 2 Stunden geschiittelt, 30 com 40 mg-' 
U, 2 Stunden geschiittelt, filtriert usw. 
Im System a) und b) fanden wir im Filtrat 53,5 mg-°., U, in den zwei 
anderen 17,0 und 17.5 mg-° 
Diese Experimente zeigten klar, daB die U-Bindung reversibel ist 
und daB in den Systemen Casein—U sich ein Gleichgewicht bildet, 
das von der U-Konzentration in der Flissigkeit abhangt. 


V. Eiereiweif, pu 8.0 bis 8.1. 
l. Bindung im Moment der Koagulation. 


Zu 20cem fiinffach verdiinnter EiereiweiBl6sung wurden 10 cem 
105 mg-°,ige U-Lésung zugesetzt. dann 10 Minuten stehengelassen und 
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durch Erhitzen koaguliert. Nach dem Abkiihlen wurde die Mischung 
filtriert. Als Kontrolle dienten 10ccm derselben U-Lésung, mit 20 cem H,O 
verdiinnt und dieselbe Zeit wie die Mischung erhitzt. 

Wir konstatierten, daB 16,5°, der vorhandenen U an Eiweib 
gebunden wird. 

2. Bindung durch das koagulierte EiweiB, EintluB der Zeit. 
Um die Geschwindigkeit der Bindung sowie das Gleichgewicht U-frei 
U-gebunden zu bestimmen, mischten wir in einer Serie von Erlenmeyer- 
Kolben dieselbe Menge U-Lésung (125 ccm von 36 mg-°,,) mit stets derselben 
EiweiBmenge (25g). Nach verschiedenen Zeiten (1, 2, 4, 8, 12, 18, 24 und 
48 Stunden) wurden je zwei Portionen filtriert und die Konzentration im 
Filtrat bestimmt. Gleichzeitig bestimmten wir die U in den Kontrollkolben 

(U + H,O; pa = 8,1 durch NaOH-Zusatz). 


Tabelle XIII. 


25g EiereiweiB + 125ccem 36 mg-°,ige U-Lésung. 





Zeit in Std. 9 der gebundenen U Zeit in Std. °/, der gebundenen U 
38,1 12 57,2 
2 40,5 18 63,3 
4 43.8 24 68,1 
8 51.4 48 68,3 


Tabelle XIII sowie Abb. 3 zeigen klar, daB die Bindung U + E 
am Anfang schnell erfolgt, und zwar sind 39% der vorhandenen U- 
Menge nach 1 Stunde gebunden, 42% nach 2 Stunden, 44%, nach 


4 Stunden. Das Gleichgewicht U-frei—U-gebunden erzielt man aber 


erst nach 24 Stunden (68%). Mehr als 50% der gebundenen Menge 
werden schon in der ersten Stunde gebunden. 

Die Verminderung der U in der Lésung konnte nicht nur durch 
die Bindung der U durch Eiwei®, sondern auch durch U-Oxydation 
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erfolgen. Um die zweite Méglichkeit auszuschlieBen, bestimmten wir 
die U in der ganzen Mischung mit der Kriiger-Schittenhelm-Methode 


Die Experinaente wurden in drei Systemen ausgefiihrt: 1. U + H,O: 
2. FE +- U gleich nach dem Vermischen; 3. E + U 24 Stunden nach Mischung. 
wo 68°, U aus der Lésung verschwunden waren. 

Die Ergebnisse zeigten, daB in allen drei Systemen sich die gleiche 
U-Menge befindet: 1. 48,0 mg, 2. 48,6 mg, 3. 48,5 mg (Durchschnitts- 
werte aus fiinf Experimenten). Es ist also klar, daB das EiweiB keine 
oxydierende Wirkung auf die U ausiibt. Die ganze U-Menge bleibt 
unzersetzt, der gréBte Teil ist aber an das EiweiB gebunden. 


3. Reversibilitat der Bindung. Einwirkung der Elektrolyte 

a) Zu dem System E—U, welches im Gleichgewicht war, setzte man 
verschiedene Mengen von NaCl, MgCl,. CaCl, in Konzentrationen von 
5 bis 50mm /Liter zu. 

In allen Fallen, auBer CaCl,, wurde keine Anderung der Bindung 
beobachtet. Bei gréBerer Menge von CaCl, (> 50 mm/Liter) beob- 
achteten wir eine noch staérkere Verminderung der freien U, die aber 
in der Ausscheidung von schwer léslichem Ca-Urat ihre Erklirung 
findet. 

Denselben Effekt beobachteten wir in der Kontrolle, wo ein weiBer 
Niederschlag entstand. 

Wir sehen also, daB die Elektrolyte in dem System, welches sich 

frei 
im Gleichgewicht U befindet, die E—U-Bindung nicht ver- 
gebunden 
mindern (Tabelle XIV). 
Tabelle XIV. 
25 g EiweiB + 100 cem 36 mg-°,ige U-Lésung in verschieden konzentrierten 
Elektrolytlésungen. 





NaCl in Gebundene U CaCl, in Gebundene U MgCl, in Gebundene | 
mm) Liter in Jo mm/Liter in Jo mim Liter in %/9 
0 66,1 ) 66,1 2 66,0 
10 65.9 5 64.9 5 65,9 
25 66,4 10 65,7 10 65.5 
100 65,8 25 66,2 59 HDS 


B) Da die Elektrolyte in den vorstehenden Experimenten nach 
der K—U-Bindung zugesetzt wurden, arbeiteten wir mit dem System 
wo die Salze gleichzeitig mit der U eingefiihrt wurden. 

Zu 100cem Na-Uratlésung, die mit H,O oder mit verschieden kon- 
zentrierten NaCl- oder MgCl,-Lésungen versetzt war, fiigten wir geronnenes 
EiweiB. Nach vierstiindigem Mischen und 20stiindigem Stehen filtrierten 
wir die Systeme. 

Auch hier beobachteten wir keine Anderung in der Bindung. Das 
Gleichgewicht war iiberall dasselbe. 
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y) Kurzdauernde Experimente wurden noch ausgefiihrt, um die 
Bindungsgeschwindigkeit bei Salzan- und -abwesenheit zu bestimmen. 

Zu 10g E wurden 50cem 31 mg-°,ige U-Lésung mit oder ohne 
MgCl, zugesetzt. Die Mischung wurde 1 Stunde geschiittelt, filtriert 
und die U-Konzentration bestimmt. 

In allen Fallen (0 bis 50 mm/Liter MgCl,) war dieselbe U-Menge 
gebunden (30 bis 32°,). 


4. Reversibilitat der Bindung. Einflu®B der Volumenanderung 
des Lésungsmittels. 

Zu den Systemen, die sich im Gleichgewicht befanden (24 Stunden) 
wurden verschiedene Mengen H,O zugesetzt. 

Es zeigte sich, daB sich die gebundene U-Menge nicht anderte, 
obwohl die U-Konzentration der Lésung einer starken Verdiinnung 
unterlag, und zwar bleiben bei einer Ausgangskonzentration der U- 
Lésung von 91 mg-°, im System mit 100 ccm U und 25g E 34 mg-°,, 
frei: im System, wo die Mischung von 100 cem U und 25 g E 24 Stunden 
stand und dann mit 200 ccm H,O versetzt und 8 Stunden geschiittelt 
wurde, ist die Konzentration der Lésung 11,7 und 11,5 mg-®,. Die 
gebundene U-Menge betragt in nicht verdiinnten Systemen 57 mg, in 
verdiinnten 56mg. In einem anderen Falle, wo wir 300 ccm H,O 
zusetzten, blieb die gebundene U-Menge ebenfalls unverandert. 

Die Bindung ist nach 24 Stunden irreversibel. Es fragt sich, ob 
dies auch nach nur kurzem Bestehen des Komplexes E—U der Fall ist. 

Zur Klarung dieser Frage fiihrten wir einige Experimente mit folgenden 
Systemen durch: 1. l0O0cem U-Lésung + 25g E, 1 Stunde geschiittelt 
und filtriert ; 2. wie 1., dann 100 cem H,O zugesetzt und nochmals | Stunde 
geschiittelt, dann filtriert; 3. wie 2., aber mit Zusatz von 200 ccm H,O. 

Die Ausgangslésung enthielt 44 mg-°,, U, das System 1 31 mg-°,. 
das System 2 16,2 mg-°%,, und das System 3 11,2 mg-°, U in Lésung. In 
der ersten Mischung sind 13 mg U gebunden, in der zweiten 11,6 mg und 
in der dritten 10,4 mg (Mittelwerte aus fiinf Versuchen). 

Wenn also die Konzentration der freien U von 31 auf 11,2 mg fallt. 
geht ein Teil der gebundenen U in die Lésung. In diesem Falle ist die Ver- 
minderung der gebundenen U gleich 2,6 mg, d. i. 20°, der im unverdiinnten 
System gebundenen Menge. 

Die Bindung U-EiereiweiB ist, wenn die Bindung nicht zu lange 
dauert, teilweise reversibel. Die Elektrolyte verandern das Bild nicht. 


5. Wirkung der Alkohole. 


Zwei Systeme wurden verglichen; das eine enthielt 100 cem U + 25¢ FE 
das zweite 100 cem U in einer 2- oder 4°,igen Butylalkohollésung + 25 g E. 


Die Systeme wurden 1 Stunde geschiittelt, filtriert und in dem Filtrat 
die U-Konzentration bestimmt. 

Wir fanden, daB Alkohole keine Trennung der Komponenten 
hervorrufen. 
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6. EinfluB der E-Konzentration (Abb. 6). 

In den Untersuchungen, in welchen die U-Konzentration, sowie 
das Gesamtvolumen konstant gehalten war und nur die E-Menge ge 
andert wurde, bestimmten wir die freie U nach 24 Stunden. 

Tabelle XV sowie Abb. 6 zeigen eine Proportionalitat zwischen 
der gebundenen U-Menge und der Quantitét des angewandten Eier- 
eiweiB. Auf 1 g EiweiB wird bei 5g E bis 0,7 mg, bei 10 g 0,7 mg, bei 
15 g bis 0,87 mg und bei 25 g bis 0,8 mg U gebunden. 


Tabelle XV. 


verschiedene Mengen von E. 


100 cem 33.5 mg- 





s Ge ne l-Menge 
EiweiBmenge yebundene U-Menge 


in g 


Auf lg E gebundene | 


in mg in % = 


5 3,5 11 0,70 
0 7.0 22 0,70 
D 13.0 40 O87 
D 20,0 59 O80 


7. EinfluB der U-Konzentration (Abb. 7 und 5). 

Wenn wir die Menge von E und das Gesamtvolumen nicht andern, 
sondern nur die U-Konzentration variieren, sehen wir, daB die Gewichts- 
menge der gebundenen U mit der Steigerung der U-Konzentration 
der Ausgangslésung steigt, und zwar werden aus einer 18,5 mg-° igen 
Lésung 12 mg gebunden, aus einer 91 mg-°,,igen bis 57 mg (Tabelle X V1). 

Der Prozentsatz der gebundenen U bleibt aber von der Lésungs- 
konzentration unabhangig und fiir die gegebene EiweiBmenge und das 
Gesamtvolumen konstant. 

Tabelle XVI. 


100 cem U-Lésung + 25¢ Eiwei8. 





Anfangskonzentration von U 
in mg-° |, 


Gebundene U in mg 
} 


18.5 12,0 
36 23,7 
38 24.0 
42 27,0 
69 42.0 
91 57,0 


VI. Gelatine (pr 7,2). 
Die Gelatine wurde in 5- oder 10°, iger Lésung durch Zusatz von 
n/10 NaOH auf py = 7,2 gebracht. 


Die Gelatine wurde entweder auf dem Boden des Erlenmeyer-Kolbens 
geliert. oder durch Zerhacken nach dem Gelieren (12 Stunden nach de 
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Bereitung) als Wiirfel von etwa 0,1 em Durchmesser angewandt. Alle Unter 
suchungen wurden bei der Temperatur < 15° C ausgefiihrt. 


Untersuchungen mit Gelatinewiirfeln. 


1. EinfluB der Elektrolyte. 


5g zerhackter Gelatine wurden mit 40 cem U-Lésung + 10 cem MgCl, 
(300 mm /Liter) oder H,O geschiittelt. Die definitive U-Konzentration 


betrug 40 mg-°,. Nach 1 Stunde wurde filtriert und U im Filtrat bestimmt. 
Die Tabelle XVII zeigt, daB 20°, der angewandten U von der 
Gelatine gebunden wird. 
Tabelle XVII. 


5 oder 10g Gelatine, 10° ig, + 40cem U-Lésung + 10cem MgCl, oder H,O: 





| Stunde geschiittelt. U 40 mg-°,. Gesamtvolumen 50 cem. 
5 g Gelatine — Gebundene U 10 g Gelatine — Gebundene U 
MgCl, — ee | aaa . 
in mg in °F» in mg in % 9 
0 | 4,0 20 4,0 20 
10 4,25 21 4.0 20 
25 4,25 21 4.5 22 
50 3,75 19 4,0 20 


Die Konzentration der U im Gel ist héher als in der Lésung, da 
das Gel nur 10°, des Systems bildet. Die Tabelle zeigt zugleich, dab 
die Elektrolyte keinen EinfluB auf die Bindung ausiiben. 

2. EinfluB der U-Konzentration. 

Zu 5 oder 10g = 10°, Gelatinewiirfeln wurden nach 12stiindigem 
Gelieren 20 cem verschieden konzentrierte U-Lésungen zugesetzt ; dann 
wurde | oder 4 Std. geschiittelt. 

Die erhaltenen Resultate (Tabelle XVIII) zeigen, daB die ge- 
bundene U-Menge mit der Konzentration steigt. Sie zeigen gleich- 
zeitig, da®B der ProzeB ziemlich lange dauert und daB er nach 4 Stunden 
noch nicht abgeschlossen ist. 


Tabelle XVIII. 





5g Gelatine-Wiirfel 10 g Gelatine-Wiirfel 
+ 20cem U-Lésung + 20eem U-Lésung 
£1. Steen U gebunden 
— nach 1 Std. nach 4 Std. nach 1 Std. nach 4 Std 
Schiitteln Schiitteln Schiitteln Schiitteln 
- ——— - - » 
in mg in %Jo in mg in % 5 in mg in %» in mg in %9 
0,2 0,84 21 1,0 25 0.8 20 1,42 36 
0,4 1,7 21 2,0 25 1,6 20 2.6 32 
0.6 2,2 18 2.5 21 2,2 18 3.1 26 
0.8 2.8 17.5 3,0 19 2.9 IS 4.0 25 


bu 
Di 
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3. EinfluB der Gelatinemenge. 


Zu 20cem U-Lésung, deren Konzentration 40 mg-°,, betrug. wurden 
verschiedene Gelatinemengen zugesetzt, dann wurde | Stunde geschiittelt. 


Die Resultate (Tabelle XIX) zeigen, daB die gebundene U-Menge 
der Gelatinemenge proportional ist. 


Tabelle XIX. 


Verschiedene Mengen von Gelatine + 20cem U, 40mg-°,; 1 Stunde 
geschiittelt. 





Gelatine in g Cehantens f mg gebundene | 
‘els e. 
® o 


mg g Gelatine 


0,17 1,25? 0.1? 
0.5 9.5 0,25 
1,0 12.5 0,33 
1.6 20,0 0,32 
2,7 34,0 0,34 
3,6 45,0 0,36 


Untersuchungen mit der aut dem GeldBboden qelierten Gelatine. 


1. EinfluB der Lésungsmenge. 


‘ 


Es wurden stets 10 cem Gelatine geliert, dann 10, 20, 30 cem 40 mg- 
U-Lésung zugesetzt und | Stunde geschiittelt. 


.lge 


Die gebundene Menge bleibt die gleiche, der Prozentsatz der ge- 
bundenen U sinkt (Tabelle XX). Dieser Effekt stammt von der 
Diffusionsgeschwindigkeit der U in der Gelatine. 


Tabelle XX. 


Verschiedene U-Mengen von 40 mg-°, zu 10 cem 10°,iger Gelatine; 
1 Stunde geschiittelt. 





Ausgangs-U-Menge Gebundene [ 
in cem 


in mg in mg 
10 4,0 ’ 
20 8,0 1,6 
30 12.0 


2. EinfluB der Geldicke. 

Zu 10 oder 20 cem 5 oder 10°,, Gelatinegel wurden 20 cem 40 mg-°,ige 
U-Lésung zugesetzt, dann wurde | bis 4 Stunden geschiittelt oder 5 Stunden 
stehengelassen (Tabelle X-X1). 

Die Resultate zeigen, dab die Bindung von der Zeit und der 
Schiitteldauer abhangt. 
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Tabelle XN XJ. 


U-Bindung aus 20cem 40 mg-°,viger ( 8mg) Lésung durch Celatins 
gallerte. 





1 Std., geschiittelt 4 Std., geschiittelt 5 Std., nicht geschiitre! 
Gelatine 
Gebundene U-Menge 


%}9 com in mg in J» in mg in % in mg in 
5 | 10 | 19 23,7 2.6 1,8 22.5 
5 20 2.2 27,5 3.5 2,3 28,8 
10 10 1.6 20.0 2.6 1,8 22,5 
10 20 22 27,5 3,0 2,2 27,5 





3. Systeme, in denen die U mit der Gelatine gelierte. 

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob die U gelést 
oder an die Gelatine gebunden ist und ob die Bindung reversibel und 
durch Elektrolyte beeinfluBt ist. 

a) Zu 20 cem 5 oder 10°, Gelatine, in welcher 8,0 mg U gelést wurden. 
und die dann 12 Stunden gelierte, fiigten wir 20 cem H,O oder MgCl, 
Lésung (100 mm/Liter). Die Mischung wurde geschiittelt und die | 
nach 1, 2, 4 Stunden im Filtrat bestimmt (Tabelle XXIII). 


Tabelle XXII. 


Diffusion von U aus 5 oder 10°. iger Gelatinegallerte in die Lésung. Alle 


Systeme wurden geschiittelt. 





In der Lisung nachgewiesene U-Menge nach 


MgCl, 


in mm/Liter 1 Std. — 2 Std. 4 Std. 
in mg in Jo in mg in % 6 in mg in Jo 
10% Gallerte. 

0 1,5 19 1,85 23,0 2,2 27,5 
10 1,48 19 1,80 22,5 2,15 27,0 
25 1,50 19 1,85 23,9 2,25 26,0 
50 1,56 20 1,86 23,0 2,2 27,5 

250 1,50 19 1,85 23,0 2,2 27,5 
5°, Gallerte. 

0 2,0 25 2,2 27,5 2,6 
10 2,0 25 2,25 28,0 2,6 
50 2,1 25 2,2 27,5 2,55 





Es zeigte sich, daB die U leicht aus der Gelatine in die Lésung 
ubergeht, und zwar schneller aus einer 5- als aus einer 10°,igen. Der 
ProzeB ist von der Anwesenheit von Elektrolyten in der Lésung un- 
abhangig. In unseren Experimenten ist der ProzeB nicht zu Ende 
verlaufen. 


Auch die Elektrolyte, die zu der gelierenden Gelatine zugesetzt waren, 
bewirken keine gréBere Veranderung in der Geschwindigkeit des Ubertritts 
von U aus dem Gel in die Lésung: es wanderten im System, wo 20 cem 
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10°. Gelatine mit 8,0 mg, U gelierte, aus dem Gel in das zugesetzte Losungs 
mittel (20 cem H,O) nach | Stunde 1.8 mg U, das sind 19°,. Im System 
mit Zusatz von MgCl, (auf 50 mm/Liter gebracht) wanderten 1,35 mg U, 
d.i. um 10°, weniger als ohne MgCl,. Im System mit gréSerer Menge 
MgCl, (auf 100 mm pro Liter gebracht), wanderte noch weniger, und zwai 
1,25 mg U, d.i. um 16,7°, weniger als ohne MgCl,. 

b) EinfluB der Menge des Gelatine-Gels. Wir gaben zu 10 oder 20 cem 
5°, Gel, das dieselbe Konzentration von U (4 oder 8mg U) enthielt. 
20cemm H,0O. 

Wir fanden, daB nach einstiindigem Schiitteln bei 10 cem Gel 1,4 mg | 

35°, und bei 20 cem Gel 2.0 mg 25°, in die Lésung iibergegangen sind. 

c) Gleichgewichte. Um die Menge der U, die mit dem Eiweil 
gebunden bleibt, wenn das System sich im dynamischen Gleichgewicht 
befindet, zu bestimmen, wurden folgende Experimente ausgefihrt 
(Tabelle X XIII). 

Tabelle XXIII. 


A. enthalt 20cem 10°. ige Gelatinegallerte, ¢ 18°; B. enthalt 20 ccm 
10°. ige Gelatinegallerte mit 8,0mg U, 18°; C. enthalt 20cem 10° ige 
Gelatinegallerte mit 16,0mg U. 18°. Nach 24 Stunden wurden zu <A’ 


20 cem U-Lésung, die 8 mg, zu A” 20 cem U-Lésung, die 16 mg U enthielten, 
zu B und C 20 cem H,O zugesetzt. Jede Portion wurde mit 5cem Toluol 
versetzt und 24 Stunden stehengelassen, dann 0 bis 2 Stunden geschiittelt. 





U-Menge im Filtrat 


ae ne nach 24 Std. Stehen nach 24 Std. Stehen 
System mach 96 S08. Stehen und 1 Std. Schiitteln und 2 Std. Schiitteln 
in mg “in 9 in mg in Jo in mg ; in ‘ 
A’ 3,3 41 3,2 40 3,2 40,0 
B 3,5 31 2,9 36 3,0 37,5 
Cc 5,8 36,0 
A” 6,3 39,0 
Zu 20cem Cel + 8mg U wurden 20cem H,O zugesetzt, gleichzeitig 


wurden in einem anderen Kolben zu 20 cem Gelatinegel 20 cem U-Lésung. 
die 8mg U enthielt, zugesetzt. Die Systeme wurden | bis 2 Stunden ge 
schiittelt und mit Toluol gegen Bakterien geschiitzt. Nach 24 Stunden 
bestimmte man die U-Konzentration in der Lésung. 

Diese Experimente zeigten, da& man ein Gleichgewicht nach 
24stiindigem Stehen erreicht. Im Gleichgewichtszustande befinden 
sich 30 bis 40°, der anwesenden U-Menge in der Lésung, der Rest 
bleibt in der Gelatine. Dieses Experiment zeigt klar, daB die U mit 
der Gelatine eine Bindung eingeht. Wenn nur eine Diffusion stattfande, 
wire weniger als 50°, der U in der Gelatine verblieben. Der Prozent- 
satz der gebundenen U ist zum Teil von der U-Menge unabhangig. 

Sowohl bei 8 als auch bei 16 mg U in der Gelatine bleibt der Prozent- 
satz der freien U der gleiche (30 bis 31°,). 
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Besprechungen. 


1. Die mit Casein, Gelatine, Albumin, Globulin sowie mit der 
Mischung von Globulin und Albumin ausgefiihrten Experimente be- 
statigten die Ergebnisse von Gudzent!, wihrend Pincussen? behauptet, 
da diese Eiweibkérper im Solzustande mit der Harnsaure keine 
Bindung eingehen. 


2. Alle zitierten Proteine binden sich aber mit der Saéure im alkali- 
schen Gebiet (py > ioselektrischer Punkt), wenn sie im Gelzustande 
vorliegen. Diese Bindung ist keine Ausfaillung der U. Unsere gesamten 
Experimente sind bei pq etwa 7,0 oder héher ausgefiihrt, bei welchen 
die Saure als Na-Urat gelést war. Die Sattigung erfolgt bei unseren 
Bedingungen (25°, Konzentration der Salze usw.) ungefahr bei 
100 mg-°%. 


Da wir meistenteils mit 30 bis 40 mg-°%, U arbeiteten, ist es wenig 
plausibel, die Bindung U—E als eine physikalische U-Ausfillung zu 
erklaren. 


Auch in den Systemen, wo Salze zugesetzt waren, trat auBer bei 
CaCl, keine Ausfallung ein. Gegen eine Ausfallung sprechen auch die 
Experimente, wo eine Reversibilitét der Bindung bei Verdiinnung 
der U-Lésung beobachtet war, und besonders diejenigen, wo die Zufuhr 
von fallungsbeschleunigenden Mitteln, wie Salze, eine VergréBerung 
der léslichen U_ hervorrufen. 


Die Bindung E—U ist entweder chemischer oder physikalischer 
Natur. 

Genauer muB die Bindung U—Gelatine betrachtet werden. In 
diesem System kann U in der Gelatinegallerte in dreifacher Weise an- 
wesend sein: l. in dem freien Lésungsmittel, oder 2. in dem gebundenen 
Wasser gelést und 3. an die Gelatine selbst gebunden. Da der Prozent- 
satz der U in der Gallerte stets héher als in der Lésung war, miissen 
wir annehmen, daB die Harnsaéure auch durch die Micellen der Gelatine 
gebunden wird. 


Es ist schwer zu erklaren, warum die Bindung E—U nur zwischen 
U und dem im Gelzustande befindlichen E erfolgt. Die Natur der 
Momente, die die Gelierung hervorrufen, spielt hier keine Rolle. Und 
so sehen wir, daB Erhitzen (Albumine, EiereiweiB), Temperatur- 
erniedrigung (Gelatine), Elektrolytzusatz (Casein) und Elektrolyt- 
verminderung (Globuline), Eingriffe, die Gelieren bewirken, zu einer 
E—U-Bindung fiibren. 


' F. Gudzent, Gicht und Rheumatismus. Berlin 1928. 
2 L. Pincussen, diese Zeitschr. 182, 242, 1923.) 
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Diese Erscheinung kénnte entweder durch die Anderung des 
Dispersionszustandes, und zwar der Aggregation, oder aber durch 
die Anderung der chemischen Natur, die mit einer Verminderung der 
Ladung verbunden ist?, verursacht sein. 

Die Bindung E—U kann nicht durch die NH,- oder COOH- 
Gruppen erfolgen im Sinne einer Ionenreaktion. Sie miiBte auch mit 
dem gelésten E erfolgen. Sie ist mehr als eine Bindung, die wahr 
scheinlich durch Nebenvalenzen erfolgt, zu betrachten. 

Bei pu > als isoelektrischer Punkt haben wir also keine lonen- 
bindung, wie sie von Harpuder® fiir das System Casein—U bei px 
> isoelektrischer Punkt nachgewiesen wurde. 

Bei px < isoelektrischer Punkt ist aber das E als Kation disso- 
ziiert, bei px > isoelektrischer Punkt als Anion, welches mit der 
als Anion dissoziierten Harnsaéure schwer in heteropolare Bindung 
treten kénnte. 

Die Untersuchungen, die mit dem Globulin oder EiereiweiB aus- 
gefiihrt wurden, zeigen, daB die Bindung in eine irreversible tibergehen 
kann. Dies spricht fiir eine chemische Bindung. Auch der Einflu8 
der Temperatur auf die Lésung der Bindung durch Elektrolyte beim 
Albumin (van *t Hoff- Quotient 10° ist 3) spricht mehr fiir eine chemi- 
sche Bindung. 

3. Die Bindung E--U ist oft reversibel, und zwar erscheint die 
Reversibilitét in den folgenden Fallen: 

a) wo das Ejiwei8 aus dem Gel- in den Solzustand iiber- 
geht. Das beobachteten wir sowohl beim Casein, wie beim 
Globulin. 

Jeder Ubergang von Sol - Gel = Bindung, von Gel -» Sol 
= Entbindung. Diese Regel ist allgemeiner Natur. 

b) wo die U-Konzentration in der Lésung vermindert wird. 
Die Reversibilitét hangt in diesem Falle von der Natur der Eiweib- 
kérper und der Dauer der Bindung ab. 

Die Bindungen U—Albumin, U—Casein, U—Gelatine sind rever- 
sibel. Die Verdiinnung der freien U bewirkt eine Verminderung der 
gebundenen U-Menge. 

Die Bindung U—Globulin und U—EiereiweiB ist, wenn sie gleich 
nach der Bindung untersucht wird, teilweise reversibel, nach langerer 
Zeit irreversibel. 


1 Wo. Pauli, Kolloidchem. Zeitschr. 50 und 58, 1930. 
2 K. Harpuder, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 29, 1922. 
Biochemische Zeitschrift Band 244. 14 
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Albumin 


’ = y é ; | T J T { Globuline | , 
So haben wir U + Berccond = U—EundU + \Eiereiwei8 | U—E. 
c) wo Elektrolyte eingefiihrt werden. Die Lésung der Bindung 
erfolgt nach dem Elektrolytzusatz (MgCl,, NaCl) nur bei den Albuminen, 
wo wir bei entsprechender Salzkonzentration eine vollstandige Trennung 
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der Bindungskomponenten konstatieren. Bei der Gelatine iiben die 
Salze auf die Bindung nur eine geringe Wirkung aus. Bei den Systemen 
U—Casein, Globulin, EiereiweiB beobachteten wir keinen Einflu8 der 
Salze. 


4. EinfluB der U-Konzentration. Bei Albuminen ist die gebundene 
U-Menge proportional der U-Konzentration (Abb.4 und 5). Der 
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Prozentsatz bleibt der gleiche. Das- = “{- 
selbe konstatieren wir bei Eiereiwei’, 
Casein und Gelatine. 

5. EinfluB der E-Konzen- 
tration. Die Resultate, die in 
Abb. 6 zusammengefaBt sind, : 
zeigen, da®B beim Albumin die . 
gebundene U-Menge zuniachst bei Rw 
Steigerung der E-Konzentration & 
wachst, dann aber von der E- - 
Konzentration unabhangig bleibt. | 
Beim Casein ist der Verlauf ein 
anderer. Hier sehen wir eine kon- 
stante Zunahme der gebundenen 7 
U bei der VergréBerung der E- % 
Konzentration. Beim Eiereiweib ws Nt el 
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sehen wir auch eine Proportionalitat 
zwischen der gebundenen U und 
der E-Konzentration. 
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Somit kénnen wir unsere Ergebnisse, die die Bindung und ihre 
Reversibilitat betreffen, in folgender Weise zusammenfassen: 











Systeme Gelatine Albumine Globuline 
Sol —- 
Gel + + + 
Wenn das U ,, : 
' 4 .- Verminderung 
in der Gelatine die Bindun 
Wirkung der verteilt ist, . 8 ohne 
. ; bei gréBeren , 
Klektrolyte vermindert , Anderung 
‘ Konzentra- 
sich das Fr an 
“7 . ) 
Diffundieren 
Verdiinnung | 
der Lésung / : ; . 
g teilweise teilweise ohne 
durch Entbindun Entbindun Anderung 
Losungsmittel- | , g sip s . 
zusatz 
Abhangigkeit 
_ frei 
der | 
gebunden konstant konstant 
von der U-Kon- | 
zentration 
Abhangigkeit Verminderung 
von bei gréBeren 


der E-Menge ki-Mengen 


Casein Eiereiweil 
+ + 
ohne ohne 
Anderung | Anderung 

teilweise ohne 
Entbindung Anderung 


konstant konstant 


konstant konstant 


Wir wollen noch einige Folgerungen biologischer Art aus unseren 


Ergebnissen anfihren. 


14* 














212 St. J. v. Praylecki, M. Z. Grynberg u. D. Szrajber: 


Im Organismus kann die Harnséure in drei Zustandsformen vor- 
liegen: gelést in den Fliissigkeiten, in Kristallen oder in kolloidaler 
Form ausgeschieden und gebunden. 

Die Bestimmung der anwesenden Formen ist um so wichtiger, 
da in den bestehenden Theorien der Gicht das sogenannte Haftungs- 
bestreben der Harnséure in Geweben eine groBe Rolle spielt. Was 
bedeutet diese Haftung, wie kommt sie zustande ? 


Wenn wir die U-Konzentration in den Geweben vergleichen, so 
finden wir Werte oft gréBer als 13 mg-% (> 20), wenn wir nur die 
freie U bestimmen. 

Die Sattigung an Na-Urat erfolgt theoretisch bei dem NaCl-Gehalt 
der Korperflissigkeiten bei etwa 13 bis 15 mg-%. Die Léslichkeit 
ist aber bei Anwesenheit von Schutzstoffen gréBer. Die Ausfallung 
des Na-Urats aus den tibersattigten Lésungen geht sehr langsam vor 
sich, wenn noch kein Niederschlag da ist. 

Wir k6énnen nicht leugnen, daB bei den Bedingungen, die be- 
sonders bei einer Hyperurikémie vorhanden sind, das Na-Urat aus- 
fallen kann. 


Unsere Untersuchungen zeigen aber, daB auch die dritte Form, 
die gebundene, im Organismus vorliegen muB. Der Prozentsatz in 
den Ké6rperflissigkeiten, auBer Serum, Lymphe, wo keine Bindung 
vorhanden ist, ist ein gegebener, und ein nicht sehr kleiner Teil 
der U ist an die im Gelzustande befindlichen Proteine gebunden. 
Sie sind sowohl auf der Zelloberflache, wie im Inneren der Zellen 
anwesend!?, 


Wir miissen also einen Gleichgewichtszustand, der sich zwischen 
mindestens zwei, wahrscheinlich zwischen drei Formkomponenten 
einstellt, annehmen. 


U, frei; ~~ U, ausgefallen 


* * ? \t ? 
3, gebunden 


Das Gleichgewicht zwischen 1 bis 3 ist von dem EiweiBzustand 
und der Elektrolytanwesenheit abhangig. Jeder Ubergang Gel — Sol 
fiihrt zur Verminderung der dritten Form. 


Die Albumine, auch wenn sie im Gelzustande vorhanden waren, 
binden sich bei der gegebenen NaCl-Konzentration nicht mit der U. 


Die Bindung ist bei den Globulinen irreversibel, nur die Solvatation 
der EiweiBkorper fiihrt zu einer Abtrennung der U. Bei dem Caseintyp 


1 Spek, Kolloidchem. Zeitschr. 49, 1929. 
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geniigt die Verdiinnung. Die Anderung der Elektrolytkonzentration 
hat keinen KEinfluB auf die Bindung. Nur die Diffusion in 
verschiedenen Kolloidgallertea ist von der Elektrolytkonzentration 
abhangig. 

Ob U, in U, tibergehen kann und welche Faktoren hierbei mit- 
wirken miissen, bleibt unbestimmt. Dasselbe miissen wir von der 
Existenz des Gleichgewichts U, = U, sagen. 

Auf Grund unserer Experimente nehmen wir an, dab das Gleich- 
gewicht U, bis U, besonders vom Zustande der Proteine bzw. Proteide 
bedingt ist. 

Diese Untersuchungen zeigen gleichzeitig, daB bei allen U-Be- 
stimmungen im Organismus die EiweiSausfallung einen mehr oder 
weniger groBen Fehler hervorrufen mu.  Diesbeziigliche Versuche 
sind in unserem Institut im Gange. 














Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 


XXIV. Mitteilung: 
Uber die Hemmung der Blutgerinnung durch Liquoid. 


Von 
Bernhard Stuber und Konrad Lang. 
(Aus der Stadtischen Krankenanstalt Kiel.) 


(Eingegangen am 13. November 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Kiirzlich berichteten Demole und Reinert! iiber ein neues syntheti- 
sches Mittel zur Hemmung der Blutgerinnung, das unter dem Namen 
,Liquoid von der Firma F. Hoffmann-La Roche & Co. A.-G., in den 
Handel gebracht wird. Der Synthese dieser Substanz lag die Beob- 
achtung zugrunde, daB alle hochmolekularen Stoffe der aromatischen 
Reihe ganz allgemein die Blutgerinnung verzégern bzw. aufheben, 
wobei anscheinend die besondere chemische Konstitution von unter- 
geordneter Bedeutung ist, wenn nur eine gewisse MolekiilgréBe erreicht 
wird. Liquoid ist nach der Angabe der erwahnten Autoren das Natrium- 
salz einer Polyanetholsulfosiure. Seine gerinnungshemmende Wirkung 
ist auBerordentlich stark und erreicht diejenige des Hirudins. Nach 
Demole und Reinert geniigen 0,26mg, um 4ccm Ziegenblut in vitro 
fiir 30 Minuten ungeronnen zu halten. 

Der Mechanismus der Liquoidwirkung ist vollkommen unbekannt. 
Es handelt sich offensichtlich um ein Mittel, das nicht nur die Blut- 
gerinnung, sondern ganz allgemein gerinnungsfahige Systeme beein- 
fluBt, denn Demole und Reinert berichten, daB das Erstarren von 
Gelatine und die Sauregerinnung von Milch gleichfalls gehemmt werden. 
Liquoid ist leicht in Wasser zu einer neutral reagierenden Lésung 
léslich. Zu Blut zugesetzt bewirkt es keine Kalkfallung, was von Demole 
und Reinert betont wird. 


' Arch. f, exper. Pathol. u. Pharm. 158, 211, 1930. 
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In jahrelangen Untersuchungen? iiber das Wesen der Blutgerinnung 
konnten wir den Nachweis fiihren, daB der Ablauf der Blutglykolyse 
die causa movens fiir die Blutgerinnung ist, da die Glykolyse die Be- 
dingungen schafft, unter denen eine Umwandlung des Fibrinogens 
(= Fibrinsol) in das Fibringel erst méglich ist. Es ist also eine chemische 
Reaktion, welche den AnstoB zu der erst sekunddren kolloidchemischen 
Zustandsdnderung des Fibrinogens gibt. Wir haben daher prinzipiell 
zwischen einer chemischen und einer kolloidchemischen Phase des 
Gerinnungsprozesses unterschieden. Die Wirkung gerinnungshemmender 
Stoffe kann daher auf zwei verschiedenen Mechanismen beruhen: erstens 
kann isoliert die chemische Phase betroffen werden, wie wir das z. B. 
fiir das Fluorion nachgewiesen haben, zweitens kann aber auch der 
Angriffspunkt ausschlieBlich auf die kolloidchemische Phase gerichtet 
sein. Eine Substanz von dieser letzteren Wirkung in Beziehung auf 
die Blutgerinnung war uns bisher noch nicht bekannt geworden. Wir 
werden im folgenden zeigerf, daB dem Liquoid diese Wirkung zukommt. 
Die meisten untersuchten gerinnungshemmenden Substanzen beein- 
flussen beide Phasen, so Oxalate, Citrate, Hirudin, Germanin usf. 

Die Vermutung lag nahe, daB die Wirkungsweise des Liquoides 
als Sulfosiure unter den von Newberg? aufgefundenen Begriff der 
,,Hydrotropie“ falle. Wir werden auch im folgenden zeigen kénnen, 
daB die Beeinflussung der BluteiweiBkérper durch Liquoid sich voll- 
kommen mit den von Neuberg ganz allgemein fiir die léslichen Salze 
der Sulfoséuren erhobenen Befunden deckt, wobei fiir uns jedoch nur 
die spezielle Beriicksichtigung des Gerinnungsproblems in Frage kam. 
Wenn wir diese dank der Untersuchungen von Newberg und Mitarbeitern 8 
wohlbekannten Tatsachen erneut besonders erwaihnen, so geschieht es 
vor allem aus dem Grunde, um darauf hinzuweisen, daB bei der Blut- 
gerinnung die Annahme eines speziellen Gerinnungsfermentes voll- 
kommen iiberfliissig ist; haben wir doch schon in unseren friheren 
Arbeiten geniigend Beweise dafiir erbracht, daB die Blutgerinnung rein 
auf chemische und physikalisch-chemische Vorgainge zuriickgefiihrt 
werden kann. 

Schon unsere ersten Versuche iiber die Liquoidwirkung ergaben, 
daB diese Substanz ohne jeden EinfluB auf die Blutglykolyse ist. Fiir 
diese Versuche entnahmen wir gesunden Versuchspersonen Blut unter 
Kautelen, wie wir sie ausfihrlich in unseren friiheren Arbeiten be- 
schrieben haben. Das Blut versetzten wir mit einer relativ groBen 


! Zusammenfassende Darstellung: Stuber u. Lang, Die Physiologie und 
Pathologie der Blutgerinnung. Berlin-Wien 1930. 

2 Diese Zeitschr. 76, 107, 1916. 

8 Ebendaselbst 229, 467, 1930. 
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Liquoiddosis, derart, daB auf leem Blut 1 mg Liquoid kam. Das 
Ergebnis dieser Versuche ist in der Tabelle I wiedergegeben. Die Zucker- 
bestimmungen erfolgten nach Hagedorn-Jensen, die Analyse der Milch- 
siure nach Dische- Laszlo. 

Wenn also eine Hemmung der Blutglykolyse als Ursache der 
Ungerinnbarkeit von Liquoidblut nicht in Frage kam, muBte nach 
dem oben Gesagten an eine kolloidchemische Wirkung dieser Substanz 
gedacht werden. Wir. haben daher zunachst einmal den Einflu8 
von Liquoid auf die Thrombin-Fibrinogengerinnung gepriift, da diese 
Gerinnung ein rein kolloidchemischer Vorgang ist, indem wir nach- 
gewiesen haben, daB es sich hierbei um eine ,,Entwasserungsflockung‘‘ 
im Sinne von Wo. Ostwald handelt. Die Tabelle II zeigt das Ergebnis 
dieser Versuche. Zunachst haben wir die Gerinnungsfahigkeit unserer 
Fibrinogenlosung (dargestellt nach Hammarsten aus Pferdeblut) durch 
Thrombin bei wechselndem px gepriift. Die Versuche ergaben, dai 
beim isoelektrischen Punkt des Fibrinogens das Optimum der Gerinn- 
barkeit lag, wahrend starker alkalische oder saure Reaktion die Ge- 
rinnungszeit verlangert, was einen neuen Beweis fiir die Richtigkeit 
unserer Anschauung, daB die Fibrinogen-Thrombingerinnung ein rein 
kolloidchemischer ProzeB ist, liefert. Das Optimum der Gerinnungs- 
fahigkeit des Fibrinogens fallt also mit dem Minimum der Hydratation 
zusammen. Wurde aber der gleiche Versuch nach Zusatz von Liquoid 
zur Fibrinogenlésung wiederholt, so trat in keinem Falle Gerinnung 
ein. Dagegen ergab es sich, daB, beginnend beim isoelektrischen Punkt 
des Fibrinogens und nach der sauren Seite immer mehr fortschreitend, 
das Liquoid eine Fibrinogenfallung hervorrief. 

Die gleiche Beobachtung l4Bt sich auch bei Zusatz von Germanin 
zur Fibrinogenlésung machen. Schon Jirobec und Kocian! haben 
darauf hingewiesen, daB bei saurer Reaktion Eiweiblésungen durch 
Germanin gefallt werden. Und der eine von uns? konnte nachweisen, 
daB der EinfluB des Germanins auf die EiweiBkérper im Sinne der 
Hardyschen Regel erfolgt. Das gleiche gilt auch fiir das Liquoid, das 
wie das Germanin eine Substanz von hohem Molekulargewicht ist. 
Wir haben eine Liquoidlésung von 50 mg im Kubikzentimeter 2 Stunden 
lang einer Elektrophorese (220 Volt; 20 Milliamp.) unterworfen. Die 
Fliissigkeit im Anoden- und Kathodenraum wurde verascht und die 
Aschenlésung auf ihren Sulfatgehalt untersucht. Dabei ergab es sich, 
daB nur im Anodenraum Sulfat nachweisbar war. Das bei der Ge- 
rinnungshemmung Wirksame ist also das groBe Anion, genau wie beim 
Germanin. In sauren EiweiBlésungen muB sich also die Liquoidwirkung 


1 Diese Zeitschr. 220, 27, 1930. 
2 Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 160, 560, 1931. 
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in eine fallende verwandeln. Da die Einwirkung von Liquoid auf 
EiweiBlésungen im Sinne der Hardyschen Regel erfolgt, haben wir 
auBer an dem System Fibrinogen-Thrombin noch an reinen Fibrinogen- 
lésungen sowie im Serum nachgewiesen. 

Dies gilt indessen nur fiir kleine Liquoiddosen. Bei Zusatz von 
groBen Mengen dieser Substanz erfolgte auch bei saurer Reaktion keine 
Fdllung. In den Tabellen I] und LV sind die 
Belege hierfiir wiedergegeben. Und wenn man a | 
zu einer durch Zusatz geringer Liquoidmengen al 
ausgeflockten sauren Fibrinogenlésung mehr 
Liquoid zusetzt, so geht die Fdllung wieder in 


iy 





Lésung, so daB manganz klare Lésungenerhalt. = & 
Bestimmt man nun diejenige Liquoidmenge, | 
die nétig ist, um eine durch geringen Liquoid- — & w. 
zusatz hervorgerufene Fallung wieder aufzu-  ~ 

ia 


| 
lésen, so ergibt sich, daB bei gleichbleibendem | 
pu die Menge dem EiweiBgehalt proportional | A 
verlauft, daB aber bei gleichem EiweiBgehalt Pa 
mit zunehmender H*-Ionenkonzentration immer , | a7 abfy 
mehr Liquoid erforderlich ist. In der Nahe 
des isoelektrischen Punktes ist die Liquoid- 
menge eine lineare Funktion der aktuellen Reaktion, wahrend im 
starker sauren Bereich ein steilerer Anstieg erfolgt (Abb. 1). 
Das gleiche Verhalten laBt sich auch beim Germanin beobachten. 
In sauren EiweiBlésungen bewirken kleine Germaninmengen _ eine 
Fallung. Wird mehr Germanin zugesetzt, so wird die Fallung wieder 
aufgelést. Und es laBt sich zeigen, daB eine durch kleine Germanin- 
mengen bewirkte Ausfallung durch Zusatz von Liquoid wieder auf- 
gelést wird und umgekehrt. Der physikalisch-chemische Ejfekt von 
Germanin und Liquoid auf EiweiBlésungen ist somit prinzipiell der 
gleiche. Dagegen ist die chemische Struktur dieser beiden Substanzen 
recht verschieden. Gemeinsam ist beiden lediglich eine erhebliche 
MolekilgréBe. Wir kénnen somit die erwihnten Angaben von Demole 
und Reinert, daB die blutgerinnungshemmende Wirkung hochmole- 
kularer aromatischer Stoffe weniger auf der besonderen chemischen 
Konstitution als auf der MolekiilgréBe beruht, bestatigen. 











Abb. 1. 


Die im vorstehenden mitgeteilten Versuchsergebnisse fiihren uns 
demnach zu folgenden theoretischen Schliissen tiber das Wesen der 
Hemmung der Blutgerinnung durch Liquoid: Zusatz von Liquoid zum 
Blute bewirkt eine Stabilisierung des Fibrinsols, indem bei Blutreaktion, 
also in alkalischerem Bereiche als dem iscelektrischen Punkt des Fibri- 
nogens entspricht, gleich aufgeladene Teilchen zugesetzt werden. Man 
kénnte versucht sein, von einer ,,Schutzkolloidwirkung“ zu sprechen. 
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Zusatz von viel Liquoid fiihrt zu einer Salzbildung, wobei die hierzu 
benétigte Liquoidmenge von der aktuellen Reaktion der EiweiBlésung 
abhangig ist bzw. bei gleichem py von der vorhandenen Eiweib- 
konzentration. Die Wiederauflésung von gefalltem EiweiB durch 
Liquoid ware also ungefihr in Parallele zu setzen mit dem Wieder- 
auflésen von gefalltem Zn (QOH), durch Zusatz von weiterer NaOH. 
In beiden Fallen entsteht ein lésliches Salz. Diese Salzbildung zwischen 
Liquoid und EiweiB ist schon deshalb auBerordentlich wahrscheinlich, 
weil, gleiche aktuelle Reaktion vorausgesetzt, ganz bestimmte Gewichts- 
verhiltnisse zwischen EiweiB und Liquoid hierfiir erforderlich sind. 
Fir die Richtigkeit unserer Auffassung von der Existenz léslicher 
EiweiB-Liquoidsalze kénnen wir aber noch einen weiteren Beweis 
beibringen. 

Bekanntlich nimmt die innere Reibung von EiweiBlésungen mit 
zunehmender Salzbildung stark zu. In den Tabellen V und VI geben 
wir Viskositétsmessungen der Systeme Fibrinogen—Liquoid und 
Serum —Liquoid wieder. Es zeigt sich, daB geringe Liquoidmessungen 
keinen groBen EinfluB auf die innere Reibung von Eiweiflésungen 
haben, daB aber Zusatz von groBen Liquoiddosen die Viskositdt er- 
heblich ansteigen lassen, weit mehr, als es etwa durch die Eigen- 
viskositat der zugesetzten Liquoidlésung erklart werden kénnte. Wir 
halten nach diesen Versuchen die Existenz von léslichen Liquoid-Eiweif- 
salzen fiir erwiesen. Im iibrigen erhalt man mit dem Germanin die 
gleichen Resultate, 

Die Bildung derartiger léslicher EiweiBsalze bei Zusatz groBer 
Germanin- oder Liquoiddosen zu Serum ist auch die Ursache der so 
hochgradigen Stabilisierung der SerumeiweiBkérper, daB  solche 
Germanin- bzw. Liquoidsera aufgekocht werden kénnen, ohne daB 
es zu einer Hitzekoagulation kommt. Die Alkoholfallbarkeit von EiweiB- 
lésungen ‘wird indessen selbst durch den Zusatz gréBter Liquoid- 
bzw. Germaninmengen nicht aufgehoben. 

Leider erweist sich das Liquoid im Tierversuch als stark toxisch. 
Demole und Reinert geben die akut letale Dosis fiir Kaninchen mit 
50 mg pro Kilogramm an. 20 bis 45 mg pro Kilogramm bewirken nach 
einiger Zeit den Exitus der Versuchstiere. Andererseits haben erst 
Dosen von etwa 10 mg pro Kilogramm eine deutliche Wirkung auf die 
Blutgerinnung. Die genannten Zahlen beziehen sich auf die intravendse 
Injektion; jede andere Art der Applikation erweist sich als unwirksam. 
Wir kénnen diese Angaben tiber die starke toxische Wirkung bestatigen, 
desgleichen auch. den typischen pathologisch-anatomischen! Befund 


1 


Die pathoiogisch-anatomischen Untersuchungen wurden von den 
Herren Prosektor Dr. Emmerich und Dr. Harms vorgenommen, denen wir 
an dieser Stelle unseren herzlichen Dank aussprechen. 
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zahlloser Himorrhagien in allen Organen. Wir haben in einem Versuch 
gleichzeitig mit dem Liqueid eine feine Aufschwemmung von ‘Tier- 
kohle intravenés injiziert und fanden in allen Organen eine diffuse 
Verteilung der injizierten Tierkohle. Wir beziehen diesen Befund 
auf eine vermehrte Durchlassigkeit der GefiBwainde, was auch 
von Demole und Reinert vermutet wird. Infolge der stark toxischen 
Wirkung des Liquoids haben wir von weiteren Tierversuchen 
abgesehen. 
Zusammenfassung. 


Es konnte gezeigt werden, daB die Hemmung der Blutgerinnung 
durch Liquoid auf eine rein physikalisch-chemische Wirkung dieser 
Substanz zu beziehen ist. Kleine Liquoiddosen wirken stabilisierend 
durch eine Schutzwirkung infolge Zufiihrung gleich geladener Teilchen. 
GroBe Liquoidmengen fiihren zu der Bildung von selbst in sauren L6- 
sungen bestandigen Liquoid-EiweiBsalzen.  FEiweiBlésungen kénnen 
dadurch derart stabilisiert werden, daB sogar eine Hitzekoagulation 
nicht mehr erfolgt. In dieser physikalisch-chemischen Beein- 
flussung von EiweiBlésungen verhilt sich das Liquoid analog dem 
Germanin, so da® also hinsichtlich dieser Wirkung weniger die 
chemische Konstitution als die MolekiilgréBe verantwortlich zu 
machen sind 

Infolge dieses rein physikalisch-chemischen Angriffspunktes ist 
das Liquoid das ideale Mittel zur Hemmung der Blutgerinnung bei 
Versuchen iiber den Blutchemismus, da derselbe in keiner Weise durch 
den Zusatz dieser Substanz beeinfluBt wird und auch enzymatische 
Reaktionen wie die Blutglykolyse keineswegs gehemmt werden. Es 
kommt hinzu, daB schon sehr kleine Dosen zur Aufhebung der Blut- 
gerinnung geniigen, das Liquoid erreicht in dieser Hinsicht die Wirk- 
samkeit des Hirudins, unterscheidet sich aber von diesem vorteilhaft 
durch den weit geringeren Preis. 

Der Firma F. Hoffmann-La Roche & Co. A.-G. danken wir an dieser 
Stelle fiir die Uberlassung von Liquoid. 

Nachtrag: Nach AbschluB dieser Arbeit erschienen Untersuchungen 
von Albert Fischer in dieser Zeitschrift (240, 357, 1931), die dartun, daB 
.. voluminése organische Komplexe in Verbindung mit stark elektronegativen 
Gruppen, etwa SO,H-Gruppen® nicht nur die Blutgerinnung hemmen, 
sondern ganz allgemein Ejiweiffaillungen (untersucht wurden vorwiegend 
Globuline) verhindern, bzw. schon ausgefallte EiweiBniederschlige wieder 
in Lésung bringen. A. Fischer kommt somit zu ahnlichen Vorstellungen 
iiber das Wesen der Gerinnungshemmung, soweit die physikalisch-chemische 
Phase des Gerinnungsprozesses betrotfen wird, wie wir sie schon in unserer 
erwihnten monographischen Darstellung und der zitierten Arbeit iiber die 
Germaninwirkung naher prazisiert haben. Auch die vorstehend beschriebenen 
Liquoidversuche bekraftigen diese Anschauung. 
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Tabelle 1. 


Liquoid und Glykolyse. 








Versuch 1 Versuch 2 
Zucker Milchs&ure Zucker Milchsiure 
mg-°/o mg-°/5 mg-°) 9 mg-° 5 
Se 
7 Re a. ee ae 85 14,1 72 14,5 n 
Nach 30 Min. . a 79 14,3 67 15,5 W 
zs ee ee 73 15,6 65 16,6 T 
- . eee 71 16,2 63 17,1 
a _ -- 62 17,4 
Tabelle II. 
Liquoid und Fibrinogen-Thrombingerinnung. 
se 
1. Priifung der Fibrinogenlésung auf ihre Gerinnbarkeit. nu 
Fibrinogenlésung: 0,40°,, Fibrinogen in 0,84 cem NaCl. M 
Thrombinlésung: Je 50mg Alexander-Schmidtsches Thrombin in 4 ecem I 
Pufferlésung (Phosphatpuffer) von wechselndem px. 
Der pu wurde elektrometrisch nachgemessen. 
hie a \ 
Ansatz: Je 1 cem Fibrinogenlésung + 0,5 cem Thrombinlésung. 
Glas: || 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Aad "© Lar A 7 . 14 ) - \ 
6. 4 8 ees. ee ee Oe eel ee 7.0 6,7) 64. 6,1 5,8; 5,5 
Gerinnungszeit in Min. . 33 (28 21 17*/, |12 | 8 81, (12 | 21 


2. Liquoid und Fibrinogen-Thrombingerinnung. 
Ansatz: Je 1 cem Fibrinogenlésung + 0,5 cem Thrombinlésung + 2 mg 
Liquoid. 





Glas: 1 2 3 4 5 6 7 s 9 
'. eae 80 7,7 | 7,3 7,0 6,7 6,4 6,1 5,8 5.5 
Gerinnung . 0 0 | @ 0 0 0 0 0 0 
Fallung «. . —_ — i -r—| + i+ Pet | tee | ett | ett 


Tabelle ITI. 


Einflu8 verschiedener Liquoidmengen auf Fibrinogenlésungen. 








1. Zusatz von je 2mg Liquoid zu 2cem Fibrinogenlésung + 1 cem 
Pufferlésung. 
Glas: 1 2 3 | 4 5 
a a oe Pe 8,0 | 7,3 6,7 6,1 5.5 
a” a ie — | — + t+ +++ 
2. Zusatz von je 100 mg Liquoid zu 2 cem Fibrinogenlésung + 1 cem 
Pufferlésung. 
Glas: 1 2 3 4 5 


8,0 7,3 6,7 6,1 5,5 





a ee a a 
Pe SS ecu Y ae és sci 














Blutgerinnung. XXIV. 


Tabelle 1V. 
Versuche mit Serum und wechselnden Liquoidmengen. 


1. Zusatz von 2mg Liquoid auf 1 cem Serum. 









Glas: 1 2 3 4 5 
Serum com...... 1,0 1,0 1,0 1,0 1.0 
nj10 HCl com. ..... 0,0 0,1 0,2 0.3 0.4 
Wasser ccm ... a 0,4 03 0,2 01 0.0 
Tribung : - + -}. 4 ed 





2. Zusatz von je 100mg Liquoid auf 1 cem Serum. 









Glas: 1 2 3 4 5 
Beremh OOM. 2 «5s vs 1,0 1,0 1,0 1,9 1,0 
nl0 HCl ecem. .. . 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 
Wassercom ...... 04 0,3 0,2 01 0,0 


Tribung . . ake, ab og Se — 








Tabelle V. 


Viskositaét von Fibrinogen-Liquoidgemischen. Gemessen mit Ostwaldschem 
Viskosimeter bei 37°. pa 7,87. 





Ansatz: 20 cem 0,40 °,ige Fibrinogenlésung + 20 cem Phosphatpuffer. 
Wasser zu 50,0 cem. 











Ausflubzeit 
Sek. 
Fibrinogenl6sung .......4... 80 
Fibrinogenlésung + 109 mg Liquoid. . 79,5 
“ +100 , - gS 85 
. +200 , 2 a ag 87 





Tabelle VI. 
Viskositaét von Serum-Liquoidgemischen. 


j 


Ansatz: Je 4cem Serum + 1,0 ccm Wasser. 





Ausflubzeit 
Sek. 
I 6 iter a og. Sse. a te 70 
Wasser + 50mg Liquoid. . : 79 
ee ee 5: Gar bes 111 
» + 2mglLiquoid ....... 115 
— = = . nee i oat 121 


+50 . od eT dh as Ole 155 














Uber die Spezifitat 
der in den Amoebocyten von Limulus enthaltenen Urease mit 
Versuchen iiber das Verhalten von erwirmten und dialysierten 
Extrakten von Amoebocytengewebe. 


Von 
Leo Loeb und I. Lorberblatt. 


(Aus dem Pathologischen Laboratorium der Washington University, 
St. Louis, U.S. A.) 


(Bingegangen am 15. November 1931.) 


A. Die Wirkung der Salze bei der Extraktion von Urease aus Limulusmuskel 
und bei der Extraktion von Lipase aus Limulusamoebocyten. 

In einer friiheren Mitteilung haben wir es wahrscheinlich zu machen 
versucht, daB die sehr ausgesprochene spezifische Salzwirkung, die 
wir bei der Untersuchung der Amoebocytenurease fanden, auf einer 
Bindung zwischen dem Metall und der Urease beruht. Jedoch lieBen 
wir die Méglichkeit zu, daB das Metall sich nicht direkt mit der Urease, 
sondern mit einer eiweiBartigen Komponente der Urease oder mit einem 
Coenzym derselben verbinde. Eine Tatsache, die uns besonders dazu 
veranlaBte, die letztere Méglichkeit in Betracht zu ziehen, war die 
Beobachtung, daB die spezifische Salzwirkung, die wir fanden, sich 
nur bei der Amoebocytenurease von Limulus, nicht aber bei der Urease, 
die im Muskel von Limulus vorhanden ist, findet. Ebensowenig findet 
sich diese spezifische Salzwirkung im Falle der Lipase, die aus Limulus- 
amoebocyten extrahiert werden kann. Die beiden folgenden Tabellen 
zeigen diese Tatsachen. 


1. Wirksamkeit von Salzen bei der Herstellung von ureasehaltigen Extrakten 
aus Limulusmuskel. 


Wie in der vorhergehenden Mitteilung, wollen wir auch hier sowohl 
Versuche aus dem Jahre 1928 als auch solche aus dem Jahre 1929 
anfiihren, da wie erwahnt, im letztgenannten Jahre die Amoebocyten- 
extrakte viel wirksamer waren als in 1928. 
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Zur Herstellung von Ureaseextrakten aus Limulusmuskel wurden 
5g des Muskelgewebes 2 Minuten lang mit 40 ccm des Extraktions- 
mittels zerstoBen nach vorherigem Zusatz von 2g sterilen Seesandes 
und 1 cem Toluol. Diese Mischung blieb dann 2 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen, wobei sie zeitweilig geschiittelt wurde. Sodann 
wurde filtriert, und 25ccm des Filtrats wurden mit 25cem 1° iger 
Harnstofflésung und 0,5 cem Toluol gemischt und 22 Stunden bei einer 
Temperatur von 30°C gehalten. Aus der Tabelle I ergibt sich, daB 
in diesem Falle die s pezifische Wirkung von CaCl, und MgCl,, die wir 
bei der Herstellung der Extrakte aus Amoebocytenurease fanden, 
ganz oder fast ganz fehlt. Méglicherweise wirkt CaCl, ein klein wenig 
besser als NaCl. Ebensowenig finden wir hier merkliche Unterschiede 
zwischen der Wirkung von erwérmtem Limulusserum und _ einer 
NaCl-Lésung. 

Tabelle I. 


Salzwirkung bei der Extraktion der Urease aus Limulusmuskel. 





Wirksamkeitskoefftizient 
Extraktionsmittel = ae : 
1928 1929 


Ris Bee See uicne. a Ai we a oe Fare F 12,27 18,0 
op Seen ee SS es SF ele — 7 13,99 11,0 
Mek. ra mae ee ee oer mme 6,96 10,0 
Sk ES ar 16,26 17.5 
e) 0,38 mol.CaCl .... . ‘ee ee ore 15,27 15,5 
oy WE UE eg ee as ita ka ol a eine. 5.66 

g) Erwarmtes (80°C) Limulus-Serum. . ..... 14,0 
h) 0,38 mol. CaCl, in erwirmtem Serum .... . 15,5 
i) 0,19 mol. CaCl, in erwarmtem Serum .... . 13,5 
j) 0,5 mol. NaCl in erwirmtem Serum ...... 11,0 


2. Wirkung von Salzen bei der Herstellung von lipasehaltigen Extrakten aus 
Amoebocytengewebe. 

Tabelle II zeigt die lipolytische Wirkung von mit Wasser, NaCl- 
und CaCl,-Lésungen hergestellten Extrakten aus Amoebocytengewebe 
von Limulus. Die Extraktion der Lipase wurde in derselben Weise 
vorgenommen, wie die der Urease. Zur Bestimmung der Starke der 


Tabelle II. 
Lipolytische Wirksamkeit. 





Wirksamkeitskoefftizient Wirksamkeitskoeffizient 

Extraktionsmittel Glyceryltriacetat Methylbutyrat 
ne 1928 as 1929 1928 1929 
tig. ng | 0,28 0,38 1,61 0,38 
0,5mol.NaCl .... 8,77 12,90 4.81 4,90 
0,388 mol.CaCl,. . . . 5,67 9.99 8.46 4.60 


0,19 mol.CaCl,. . .. 10,90 3,90 
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Lipasewirkung wurde sowohl Glyceryltriacetat als auch Methylbutyrat 
benutzt. Die gebildete Saure wurde mit m/25 NaOH titriert mit 
Phenolphthalein als Indikator. 

Aus Tabelle II ersehen wir, daB 0,5 mol. NaCl und 0,38 mol. CaCl, 
bessere Extraktionsmittel darstellen als H,O; aber CaCl, wirkt nicht 
starker als NaCl. Gegeniiber beiden Estern verhalten sich die ver- 
schiedenen Extrakte in entsprechender Weise. 

Aus diesen Versuchen kénnen wir den SchluB ziehen, daB die 
spezifische Salzwirkung auf die aus Amoebocyten von Limulus her- 
gestellte Urease beschriankt ist. 


B. Versuche zum Nachweis von Metalleoenzymverbindungen in urease- 
haltigen Extrakten aus Amoebocytengewebe. 

Der Befund, daB die spezifischen Salzwirkungen auf die Urease 
der Amoebocyten beschrainkt sind, legte den Gedanken nahe, daB die 
Ausnahmestellung der Amoebocytenurease auf der Beimengung einer 
besonderen Substanz beruhen mége, die als Coenzym funktioniert und 
daB die Salze sich mit dieser Substanz anstatt mit der Urease verbinden 
und so die spezifische Wirkung hervorrufen. Es war daher nétig, in 
besonderen Versuchen festzustellen, ob die Existenz eines solchen 
Coenzyms in den ureasehaltigen Amoebocytenextrakten nachweisbar 
ist. Hierzu benutzten wir zwei Methoden: 

1. Abgestufte Erwirmung und 
II. Dialyse. 


I. Versuche mit erwdrmten Extrakten aus Amoebocytengewebe. 


Durch abgestufte Erwirmung suchten wir eine Substanz von der 
Urease abzutrennen, die in Verbindung mit Ca die Urease aktiviert. 
Falls eine solche Substanz hitzebestandiger als Urease wire, sollte 
der Zusatz einer solchen Ca-enthaltenden Mischung, in der durch Hitze 
die Urease zerstért war, zu einer frischen Ureaselésung, in der die Urease 
in einer nicht sehr aktiven Form vorhanden war, eine Aktivierung 
derselben herbeifiihren, die der durch Ca-Zusatz bewirkten vergleichbar 
wire. Falls aber eine solche hypothetische Ca-Coenzymverbindung bei 
einer niedrigeren Temperatur inaktiviert wiirde als Urease, dann sollte 
die aktivierende Wirkung von Ca ausbleiben, nachdem die Urease- 
lésung vor dem Zusatz des Ca-Salzes auf eine Temperatur erwairmt 
worden war, die das Coenzym zerstért, aber die Urease intakt laBt. 
So lieBe sich dann die Existenz eines Coenzyms nachweisen. Nun 
wiirde sich, falls die Inaktivierungstemperatur von Urease und Co- 
enzym identisch ware, das Coenzym in solchen Versuchen dem Nachweis 
entziehen. Ehe wir diese Versuche anstellten, mu8ten wir erst den 
EinfluB der Erwairmung auf die verschiedenen ureasehaltigen Amoebo- 
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cytenextrakte prifen. In allen diesen Versuchen wurde die Urease- 
lésung jeweils wahrend einer halben Stunde im Wasserbade bei einer 


bestimmten Temperatur gehalten. 


Wirksamkeit der Urease in erwarmten 0,38 mol. CaCl,-Amoebo- 
cytenextrakten, 

Tabelle IIL zeigt den EinfluB einer abgestuften Erwirmung auf die 
in den sehr wirksamen 0,38 mol. CaCl,-Extrakten aus Amoebocyten- 
gewebe enthaltene Urease. 

Tabelle ITI. 


0,38 mol. CaCl,-Extrakt von Amoebocytengewebe. 





Nicht erwirmt 59 C te 55°C 659°C 70° ¢ 


1928: 133 { 58 41 , 0 
1929: 188 141 82,5 





Tabelle LIT zeigt, daB schon eine Erwarmung auf 45° C die Urease- 
wirkung stark herabsetzt; bei starkerer Erwarmung findet eine ab- 
gestufte starkere Herabsetzung statt. Nach Erwairmung auf 55 und 
60° bleibt nur mehr ein kleiner Teil der Ureasewirkung erhalten. 
Zwischen 60 und 65° geht die Wirkung fast ganz verloren. Der Zusatz 
von CaCl, erniedrigt also die Inaktivierungstemperatur der Urease 
sehr bedeutend. 

Wie wir friiher zeigten, wird die im Limulusserum enthaltene 
Urease erst bei einer Temperatur zwischen 70 und 80° zerstort. 


Wirksamkeit der Urease in erwarmten 0,38 mol. MgCl,-Amoebo- 
cytenextrakten. 


Tabelle IV zeigt den EinfluB der Erwarmung auf mit 0,38 mol. 
MgCl,-Lésung aus Amoebocyten hergestellten Ureaseextrakten. 
Tabelle IV. 


0,38 mol. MgCl,-Extrakt von Amoebocytengewebe. 





Nicht erwirmt 40°C 459°C 50°C 559 C 60°C 700 ( 
23.5 16.5 29 14 14 0,75 
29.5 26 23.5 45 16 


Im 0,38 mol. Mg Cl,-Extrakt findet mit starkerer Erwarmung gleich- 
falls eine abgestufte Zerst6érung der Urease statt. Doch liegt hier die 
Temperatur, bei der die fast véllige Zerst6érung von Urease stattfindet, 
fast 10° héher (70°) als bei dem Ca Cl,-Extrakt (60°). Falls die starkeren 
Extrakte des Jahres 1929 benutzt werden, ist der Abfall der Wirksam- 
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keitskurve bei niedrigen Temperaturen weniger steil als bei Benutzung 
der schwacheren Extrakte des Jahres 1928. Dies gilt auch fiir CaCl,- 
Extrakte. In den MgCl,-Extrakten finden wir aber, daB die Erwarmung 
auf 50° giinstig wirkt. Ein solcher Extrakt ist sogar etwas wirksamer, 
als er vor der Erwarmung war. Da dieses Resultat fast regelmabig 
erhalten wurde, kénnen wir annehmen, daB bei dieser Temperatur ein 
die Urease hemmender Faktor zerstért wird. Wir fanden diesen Effekt 
nur bei MgCl,-Extrakt, aber nicht bei CaCl,-Extrakt. Da die Er- 
warmung des Extiaktes eine doppelte, gegenseitig antagonistische 
Wirkung auf die Urease hat, kénnen wir annehmen, daB nach Er- 
warmung auf 50° und auf eine noch héhere Temperatur die Urease in 
Wirklichkeit starker geschadigt wird, als die Tabelle anzeigt; die 
schadigende Wirkung wird bis zu einem gewissen Grade durch eine 
umgekehrte Wirkung verdeckt. Wir kénnen daher auf Grund dieser 
Versuche noch nicht behaupten, daB die Erwairmung die Urease im 
CaCl,-Extrakt viel mehr schidigt als im MgCl,-Extrakt. 

Der Zusatz von 0,38 mol. CaCl, in Substanz zu ureasehaltigem 
Blutserum von Limulus erniedrigt die Inaktivierungstemperatur der 
im Serum enthaltenen Urease in ahnlicher Weise, wie in der aus Amcebo- 
cytengewebe hergestellten Lésung. Die Serumurease wird nach Zusatz 
von 0,38 mol. CaCl, bei 60 anstatt bei 80° C inaktiviert. CaCl, sensi- 
bilisiert daher die im Blutserum vorhandene Urease in gleicher Weise 
gegen Warme wirkung wie die in Amoebocytengewebe enthaltene. Da 
die Eiwei8stoffe im Blutserum und Amoebocytengewebe nicht identisch 
sind, diirfte die Ahnlichkeit der Warmewirkung in diesen Fallen darauf 
beruhen, daB im Serum wie im Amoebocytenextrakt die  gleiche 
Ca-Urease vorhanden ist, die bei 60° C véllig inaktiviert wird. Diese 
Erklarung ist wahrscheinlicher, als daB die Inaktivierung der Urease 
darauf beruht, daB CaCl,-Zusatz den Niederschlag von EiweiBstoffen 
durch Erwirmung beschleunigt und daB sekundar ausfallende Proteine 
die Urease adsorbieren und so inaktivieren. 


Zusatz von auf 65 oder 80° erwarmtem 0,38 mol. CaCl,-Extrakt zu 
0,5 mol. NaCl-Extrakt von Amoebocytengewebe. 

Falls wir den CaCl,-Extrakt von Amoebocytengewebe, der durch 
Erwarmen auf 65 und 80° inaktiviert war, zu NaCl-Extrakt zufiigen, 
findet, wie die Tabelle V zeigt, keine Verstiérkung der Wirkung des 
NaCl-Extraktes statt. Es findet sich also kein Hinweis darauf, daf 
in dem inaktivierten CaCl,-Extrakt eine Ca-Coenzymverbindung vor- 
handen ist, die fiir die charakteristische Ca Cl,-Wirkung verantwortlich 
ware. Es ware denkbar, daB durch das Erwirmen die Ca-Coenzym- 
verbindung von dem koagulierten EiweiB adsorbiert und so unwirksam 
gemacht wiirde; doch ist die Ausnahme, da dieses so vollstandig ge- 
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schehe, unwahrscheinlich. Es scheint auch aus der Tabelle V hervor- 
zugehen, daB der Zusatz einer 0,5 mol. NaCl-Lésung oder eines 0,5 mol. 
Na('l-Extraktes in gleichen Teilen zu 0,38 mol. CaCl,-Extrakt die 
Wiksamkeit des letzteren starker herabsetzt als der Zusatz einer 
entsprechenden Menge von H,Q; dieses beruht wahrscheinlich darauf, 
daB nach Zusatz von NaCl-Lésungen ein Teil der Ca-Urease in Na-Urease 
umgewandelt wird. Die Tabelle zeigt auch, daB, falls zum Na Cl-Extrakt 
einige Zeit nach beendigter Herstellung des Extraktes Ca Cl,-Lésung 
zugesetzt wird, eine Umwandlung von Na-Urease in wirksame Ca-Urease 
nicht stattfindet. 


Zusatz von auf 60, 65 oder 70° erwairmten 0,38 mol. CaCl,-Extrakten 
aus Amoebocytengewebe zu ureasehaltigem Limulusserum. 

Weiterhin versuchten wir woméglich die Existenz eines Ca-Coenzyms 
dadurch nachzuweisen, daB wir erwirmte Ca Cl,-Extrakte von Amoebo- 
cyten zu frischem ureasehaltigem Limulusserum zusetzten. 

Wie die Tabelle VI zeigt, ist erwirmter 0,38 mol. NaCl,-Extrakt 
nicht imstande, die Urease in Limulusserum zu aktivieren. Ein solcher 
Zusatz zu Limulusserum wirkt auf die Urease nicht anders als ein Zusatz 
einer entsprechenden Menge Wasser. Die Tabelle zeigt ferner, daB ein 
Zusatz von 0,38 mol. NaCl,-Lésung zu frischem Limulusserum die Wirk- 
samkeit der Urease starker beeintrichtigt als der Zusatz einer gleichen —* 
Menge Wasser. Da, wie wir friiher sahen, Ca nicht imstande ist, die 
Serumurease zu aktivieren, so tritt hierbei nur der schadliche Einflub 
des zweiwertigen Kations zutage. Der Zusatz von frischem, urease- 
haltigem Limulusserum zu frischem 0,38 mol. CaCl,-Extrakt wirkt 
viel giinstiger als der Zusatz einer entsprechenden Menge von H,Q. 





Zusatz von erwarmtem 0,38 mol. CaCl,-Extrakt zu nicht- 
erwarmtem 0,38 mol. MgCl,-Extrakt. 

Die Tabelle VII zeigt, daB, falls wir 0,38 mol. CaCl,-Extrakte 
durch abgestuftes Erwarmen schwachen und sodann die erwairmten 
CaCl,-Extrakte mit nicht erwirmten 0,38 mol. MgCl,-Extrakten zu 
gleichen Teilen mischen, die Ureasewirkungskoeffizienten dieser Ge- 
mische héher sind, als dem Durchschnitt der Wirkungskoeffizienten der 
beiden Bestandteile dieser Mischungen entspricht. In der Tabelle geben 


die in Klammern beigefiigten Ziffern jeweils den Durchschnitt der 
Wirkungskoeffizienten der beiden in der Mischung vorhandenen Be- 
standteile an. Die relative Zunahme der Wirksamskeitskoeffizienten 
der Mischung tiber den Durchschnitt der Wirkungskoeffizienten der die 
Mischung zusammensetzenden Bestandteile wird nicht durch starkeres 
f Erwarmen beeintrachtigt, doch nimmt absolut der Wirkungskoeffizient 
der Mischung mit zunehmender Zerstérung der Ca-Urease durch Ver- 
' stiirkung der Erwarmung sehr stark ab. Die wahrscheinlichste Er- 
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Mischung von 
gleichen Teilen von 
CaCl,-Extrakt nach 
Erwiirmen auf 80° 
und 0,5 mol. NaCl- 

Extrakt 


Mischung von 
gleichen Teilen von 
CaCl,-Extrakt nach 
Erwiirmen auf 80° 
und 0,5 mol, NaCl- 

Lisung 


Auf 80° erwirmter 
0,38 mol, Ca Cly- 
Extrakt 


Mischung von 
gleichen Teilen von 
CaCly-Extrakt nach 
Erwiirmen auf 65° 

und H,0 


Misechung von 
gleichen Teilen von 
CaCly-Extrakt nach 
Erwirmen auf 65° 
und 0,5 mol. NaCl- 

Extrakt 


Mischung von 
gleichen Teilen von 
Ca Cl,-Extrakt nach 
Erwiarmen auf 65° 
und 0,5 mol. NaCl- 

Lisung 


Auf 65° erwirmter 
0,38 mol. Ca Clo- 
Extrakt 


Mischung von 
gleichen Teilen von 
0.5 mol. NaCl- 
Extrakt und 
0,38 mol. CaClo- 
Lisung 


Mischung von 
gleichen Teilen von 
0,38 mol. CaCl,- 
Extrakt 
und 0,5 mol. NaCl- 
Lisung 


Mischung von 
gleichen Teilen von 
0,38 mol. CaCly- 
Extrakt 
und 0,5 mol. NaCl- 
Extrakt 


Mischung von 
gleichen Teilen 
von CaCly-Extrakt 
und f1,0 


0,5 mol. NaCl- 
Extrakt 


0,38 mol. CaCly- 
Extrakt 





VI. 


Tabelle 





Gleiche Teile von 
frischem Limulus- 
serum und 
0,38 mol. CaCly- 
Extrakt nach 
Erwirmen auf 70° 


0,38 mol. CaClo- 
Extrakt nach 
Erwirmen auf 70° 


Gleiche Teile von 
frischem Limulus- 
serum und 
0,38 mol. CaCl,- 
Extrakt nach 
Erwirmen auf 65° 


0,38 mol. CaCly- 
Extrakt nach 
Erwirmen auf 65° 


Gleiche Teile von 
frischem Limulus- 
serum und 
0,38 mol. CaCly- 
Extrakt nach 
Erwirmen auf 60° 


0,38 mol. CaClo- 
Extrakt nach 
Erwirmen auf 60° 


Gleiche Teile von 
frischem Limulus- 
serum und 
0,38 mol. Extrakt 


Gleiche Teile von 
frischem Limulus- 
serum und 
0,38 mol. CaCl,- 
Lésung 


Gleiche Teile von 
frischem Limulus- 
serum und H,0 


Nicht erwirmtes 
Limulusserum 


Mischung von 
gleichen Teilen 
von 0,38 mol. 
Ca Cly-Extrakt 
und H,0 


0,38 mol. Ca Cl,- 
Extrakt 
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Tabelle VII. 





Gleiche Teile von 
0,38 mol. Ca Cly-Extrakt 
nach Erwirmen auf 60° 
und 0,38 mol. Mg Cl,- 

Extrakt 


Gleiche Teile von 
0,38 mol. CaCly-Extrakt 
nach Erwarmen auf 60° 
und 0,38 mol. Mg Clp- 

sung 

Gleiche Teile yon 
0,38 mol. CaCly-Extrakt 
nach Erwirmen auf 60° 

und H,0O 
0,38 mol, CaCly-Extrakt 
nach Erwérmen auf 60° 


Gleiche Teile von 
0,38 mol. CaCly-Extrakt 
nach Erwirmen auf 55° 
und 0,38 mol. Mg Cl,- 

Extrakt 


Gleiche Teile von 
0,38 mol. CaCl,-Extrakt 
nach Erwarmen auf 55° 
und 0,38 mol. Mg Cl»- 


Lisung 


0,38 mol. Ca Cl,-Extrakt 
nach Erwiirmen auf 55° 
Gleiche Teile von 
0,38 mol, CaCl,-Extrakt 
nach Erwirmen auf 50° 
und 0,38 mol. Mg Clo- 
Extrakt 
Gleiche Teile von 
6,38 mol. CaCly-Extrakt 
nach Erwirmen auf 50° 
und 0,38 mol. MgCl.- 
sung 
Gleiche Teile von 
0,38 mol. CaCly-Extrakt 
nach Erwirmen auf 50° 
und H,0O 
0,38 mol. CaCl)-Extrakt 
nach Erwirmen auf 50° 
Gleiche Teile von 
0,38 mol. MgClo-Extrakt 
und 0,38 mol. CaCly- 
Lisung 
Gleiche Teile von 
0,38 mol. CaCly-Extrakt 
und 0,38 mol. Mg Cl,- 
Lisung 
Gleiche Teile von 
0,38 mol. CaClg-Extrakt 
und 0,38 mol. MgCl.y- 
Extrakt 
Gleiche Teile von 
0,38 mol. MgClp-Extrakt 
und H,O 
Gleiche Teile von 
0,38 mol. CaCl.-Extrakt 
und H,0 


0,38 mol. Mg Cl- 
Extrakt 


0,38 mol. CaCl, 
Extrakt 
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klarung fiir die Zunahme der Wirksamkeit ist die Annahme, daB in 
der Mischung ein Teil des Ca in den erwirmten CaCl,-Extrakten und 
vielleicht auch in den durch das Erwarmen inaktivierten Ca-Urease- 
verbindungen noch verwendbar ist und in den Mg-Ureaseverbindungen 
das Mg zu ersetzen imstande ist. In dieser Weise wiirde die Wirksamkeit 
der Mischung durch Neubildung von Ca-Ureaseverbindungen erhdht; 
mit zunehmender Intensitat des Er1waéimens wiirde die Menge des so 
verwendbaren Calciums absolut abnehmen, indem ein groBer Teil des 
Calciums der Ca-Urease nicht dissoziierbar oder vielleicht von EiweiB 
adsorbiert wird. Mit diesen Tatsachen stimmt unsere Beobachtung 
iberein, daB in einer Mischung von nicht erwarmten CaCl,- und MgCl,- 
Extrakten der Ureasewirkungskoeffizient gréBer ist, als dem Durch- 
schnitt der beiden Bestandteile der Mischung entspricht; auch hierbei 
wird anscheinend ein Teil der Mg-Urease in Ca-Urease umgewandelt. 
Jedoch ist die Zunahme der Wirksamkeit in diesem Falle relativ ge- 
ringer als dann, wenn wir den erwairmten CaCl,-Extrakt benutzen. 
Eine andere mégliche Annahme ware die, daB durch Erwarmen in dem 
Ca Cl,-Extrakt sowohl die Ca-Coenzymverbindung als auch die Urease 
geschadigt werden, daB aber die Urease etwas empfindlicher gegen das 
Erhitzen ist als das Coenzym. Gegen diese Deutung spricht aber die 
Tatsache, daB der Zusatz des erwarmten 0,38 mol. CaCl,-Extraktes 
zu 0,5 mol. NaCl-Extrakt oder zu Limulusserum die Ureasewirksamkeit 
nicht verstarkt, da vermutlich Ca das in der Na-Ureaseverbindung 
enthaltene, weniger dissoziierbare Na nicht so leicht ersetzen kann als 
) das in der Mg-Uiease enthaltene Mg. Die Tabelle VII zeigt ferner in 
Ubereinstimmung mit friheren Befunden, daB Verdiinnung des Ca Cl,- 
Extraktes mit einer Lésung von 0,35 mol. MgCl, viel ungiinstiger 
wirkt als eine entsprechende Verdiinnung mit Wasser. Unter diesen 
Umstainden kommt die schidliche Wirkung zweiwertiger Kationen zur 
Geltung; zudem wiide ein Ersatz des Ca in der Ca-Ureaseverbindung 
durch Mg die Wirksamkeit der Ureaselésung herabsetzen. Falls wir 
aber einen MgCl,-Extrakt mit einer 0,38 mol. CaCl,-Lésung verdiinnen, 
so ist das Ergebnis ungefahr dasselbe, als wenn der MgCl,-Extrakt mit 
der entsprechenden Menge von Wasser verdiinnt wird; die schadliche 
7 Wirkung des zweiwertigen Kations Ca wird in diesem Falle wahrschein- 

lich durch die Bildung einer gewissen Anzahl von Ca-Ureaseverbindungen 


y (OH) 


114. 


(84) 82 


170 








141 





4 kompensiert. 

Bh Beruht die geringe Wirksamkeit des 0.5mol. NaCl-Extraktes 

NI ot von Amoebocytengewebe auf der Bildung einer die Urease 
“ hemmenden Substanz? 

10 3 

+ Wir kénnen aus diesen Versuchen schlieBen, daf die starke Wirkung 


von Ca, Ba und Sr auf die Urease wahrscheinlich nicht auf der Bildung 
eines Ca-, Ba- und Sr-Coenzyms beruht. Es bestand nun noch die 


1925 
1929: 
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Moglichkeit, da die geringe Wirksamkeit der Urease in dem NaCl- 
Extrakt durch eine die Ureasewirkung hemmende Substanz entsteht. 
Falls dies der Fall ware, sollte der Zusatz einer gewissen Menge eines 
0,5 mol. NaCl-Extraktes aus Amoebocytengewebe zu Limulusserum den 
Wirkungskoeffizienten der in diesen Serum enthaltenen Urease starker 
erniedrigen als der Zusatz einer entsprechenden Menge von 0,5 mol. 
Na Cl-Lésung. 
Tabelle VIII. 





: Mischung von gleichen Teilen Mischung von gleichen Teilen 
Frisches (nicht erwarmtes) So awe 3 o 
Limulusseram von frischem Serum und von frischem Serum und 
7 . NaCl-Lisung 0.5 mol. NaCl-Extrakt 


17.0 &.5 9.5 
Tabelle VIII zeigt, daB dies nicht der Fall ist. 


Uber die Aktivierung von erwarmten 0,38 mol. MgCl,-Extrakten 
von Amoebocytengewebe durch Zusatz von 0,38 mol. CaCl, in 
Substanz. 

Unsere Versuche haben es wahrscheinlich gemacht, dab ein Ca- 
Coenzym, das die in 0,5 mol. NaCl-Extrakt von Amoebocytengewebe 
oder in frischem Limulusserum enthaltene Urease zu aktivieren imstande 
wire, nicht vorhanden ist ; ferner, daB die gegeniiber erwarmten 0,38 mol. 
Mg Cl,-Extrakt nachweisbare aktivierende Wirkung von erwarmten 
Ca Cl,-Extrakten sich am besten durch eine Substitution von Mg durch 
Ca in der Metallureaseverbindung erkliren laBt. Falls wir in diesem 
Falle die aktivierende Wirkung als durch ein Ca-Coenzym bedingt 
annehmen wollten, miBte das Coenzym ein wenig hitzebestandiger 
sein als die Urease. 

Wir priiften nun weiterhin die Méglichkeit, daB in dem 0,38 mol. 
MgCl,-Extrakt aus Amoebocytengewebe ein Coenzym vorhanden ist, 
das weniger resistent gegen Erwarmen ist als Urease. Zu diesem Zwecke 
verglichen wir die Inaktivierung der Urease in 0,38 mol. MgCl,-Amoebo- 
cytengewebeextrakten durch abgestuftes Erwirmen mit dem Einflub, 
den ein entsprechendes Erwirmen auf die Aktivierung der MgCl,- 
Extrakte durch 0,38 mol. CaCl, in Substanz ausiibt. Um in diesen 
Versuchen die Zeit zwischen dem Beginn der Extraktion und dem 
Zusatz von CaCl, konstant zu halten, verkiirzten wir die Extraktions- 
zeit von 2 auf 1,5 Stunden, um fiir das 30 Minuten lange Erwarmen zu 
kompensieren. Dieses setzt die Wirksamkeit der Extrakte etwas 
herab; doch ist dieselbe fiir unsere Zwecke noch geniigend stark. 

Falls wir 0,38 mol. CaCl, in Substanz 20 nicht erwarmtem 0,38 mo!. 
MgCl,-Extrakt sofort nach beendigter Extraktion zusetzen, wird die 
Wirksamkeit des Extraktes um ungefahr 350°, erhéht. In den ver- 
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Tabelle IX. 
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schiedenen Versuchen war jeweils die Zunahme in der Wirksamkeit 
um so bedeutender, je wirksamer der MgCl,-Extrakt war. In Uberein- 
stimmung mit unseren friiheren Befunden bewirkte Erwirmen des 
MgCl,-Extraktes auf 50° eine geringe Zunahme des Wirkungs- 
koeffizienten. Trotz dieser Zunahme der Wirksamkeit der Urease 
in einem solchen MgCl,-Extrakt hat die Aktivierbarkeit derselben 
durch Zusatz von 0,38 mol. CaCl, in Substanz abgenommen. — Er- 
warmung des Extraktes auf 60° verringert den Wirkungskoeffizienten 
des MgCl,-Extraktes nur sehr wenig, aber die Aktivierbarkeit eines 
solchen Extraktes durch CaCl, ist noch stirker verringert als in dem 
auf 50° erwarmten Extrakt. Erwiairmen auf 70° zerstért fast vollig 
die Wirksamkeit des Extraktes sowohl wie die Aktivierbarkeit desselben 
durch CaCl. 

Wir kénnen also aus diesen Versuchen schliefen, dab, obwohl im 
allgemeinen die Kurven, die die Erniedrigung der Ureasewirksamkeit 
in dem MgCl,-Extrakt und die Verringerung der Aktivierbarkeit des- 
selben durch Zusatz von CaCl, als Folge der Erwarmung darstellen, 
einander ahnlich sind, doch die Aktivierbarkeit des Extraktes durch 
abgestuftes Erwirmen mehr geschidigt war als die Wirksamkeit der 
Urease. Diese Tatsache kénnte durch die Annahme erklart werden, 
daB das Erwarmen sowohl die Urease schadigt als auch die Ersetzbar- 
keit des Mg durch Ca in dem erwirmten MgCl,-Extrakt herabsetzt, 
und ferner, daB diese Substitutionsméglichkeit relativ starker geschadigt 
wird als die Wirksamkeit der Urease, vermutlich dadurch, daB schon 
ein sehr maBiges Erwirmen die Dissoziierbarkeit der Mg-Ureaseverbin- 
dung starker herabsetzt als die Wirksamkeit der Urease. 

Falls wir die Annahme machen wollten, daB hier eine von der 
Urease getrennte Metall-Coenzymverbindung vorliegt, so muBten wir, 
um die von uns gefundenen Tatsachen zu erklaren, die weitere Annahme 
machen, daB das Ca-Coenzym etwas resistenter gegen Erwarmen sei 
als die Urease, waihrend umgekehrt das Mg-Coenzym etwas weniger 
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resistent ware. Die von uns vcrgezcgene Fi klarung wide zu dem Schlub 
fihren, daB, wahiend in der Mg-Ureaseverbindung durch E1warmen 
die Substituierbarkeit des Mg durch Ca starker geschadigt wird, als der 
Schadigung der Urease entspricht, die e:waimte Ca-Ureaseverbindung 
noch Ca an die Mg-Urease abgeben kann, cbwoh! die Unease deutlich 
geschadigt ist. Dech findet auch in dem letzteren Vorgang eine mit der 
zunehmenden Erwairmung abnehmende Verwendbarkeit des Ca fiir 
Substitutionszwecke statt. 

Wir miissen allerdings nech einen weiteren Faktor in Beriick- 
sichtigung ziehen, namlich die Tatsache, daB durch das Erwaimen eine 
die Ureasewirkung hemmende Bedingung aufgehoben wird. Dadurch 
mag die volle Starke der Ureaseschidigung verdeckt werden und die 
Ahnlichkeit der Kurven, die den Verlust der Aktivierbarkeit der Urease 
in dem MgCl,-Extrakt durch CaCl, und die Schadigung der Urease mit 
zunehmender Erwarmung darstellen, mag in Wirklichkeit gréBer sein, 
als wir annehmen, und es besteht die Méglichkeit, daB beide identisch 
sind. Die Beriicksichtigung dieses Fakto1s wide noch staérker gegen 
die Annahme eines von der Urease separaten Coenzyms, das sich mit 
Metallen verbindet, sprechen. 


Il. Der EinfluB der Dialyse auf die Wirksamkeit der Urease in Extrakten 
aus Amoebocytengewebe. 

Falls in aktivem 0,38 mol. CaCl,-Extrakt aus Amoebocytengewebe 
die starke Wirksamkeit der Urease auf dem Vorhandensein einer 
Ca-Coenzymverbindung beruht, so war die Méglichkeit vorhanden, daB 
ein soleches Coenzym durch einen Kollodiumsack diffundiert und dab 
Urease und Coenzym so voneinander getirennt werden kénnten. Unter 
diesen Umstanden sollte dann nach Beendigung der Dialyse der im 
Kollodiumsack zuriickgebliebene Riickstand des Extraktes einen 
groBen Teil seiner Wirksamkeit verloren haben. Dagegen sollte in der 
AuBenfliissigkeit das Coenzym vorhanden sein, und durch Zusatz der 
AuBenfliissigkeit zu dem Riickstand in dem Kollodiumsack sollte es 
méglich sein, wenigstens zum Teil die Wirksamkeit des Ca Cl,-Extraktes 
wieder herzustellen. 

In diesen Versuchen wurde in der gewéhnlichen Weise der Extrakt 
hergestellt durch Extraktion von 1,5 g Amoebocytengewebe mit 40 ccm 
0,38 mol. CaCl,-Lésung unter Zusatz von Toluol. 25cem des stark 
wirksamen 0,38 mol. CaCl,-Extiaktes in einem Kollodiumsack wurden 
bei Zimmertemperatur gegen 25ccm oder in anderen Fallen gegen 
50 cem destilliertes H,O, Wasserleitungswasser, 0,5 mol. NaCl, 0,38 mol. 
CaCl,-Lésung oder frisches oder auf 80° erwirmtes Limulusserum 
dialysiert. Diese Fliissigkeiten befanden sich in GlasgefaBen, in 
denen der Kollodiumsack suspendiert war. In anderen Versuchen 
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fand die Dialyse gegen flieBendes Wasserleitungswasser oder gegen 
flieBendes Seewasser statt. In der Mehrzah] der Versuche wurde die 
Dialyse nach 6 Stunden abgebrochen, und nur in wenigen Fallen wat 
die Dauer der Dialyse 18 bis 20 Stunden. 


In den ersten Versuchen fand, falls nicht flieBendes Wasser benutzt 
wurde, die Dialyse gegen 50 ccm der AuBenfliissigkeit statt, und nach 
Beendigung der Dialyse wurde der Riickstand im Kollodiumsack mit 
derselben Fliissigkeit, die sich im AuBengefiB befand, zu 50 ccm ver- 
dinnt, und 25 ccm dieser Mischung wurden in der gewéhnlichen Weise 
auf ihre Wirksamkeit gegeniiber einer Harnstofflésung gepriift. Zur 
Verdiinnung des Extraktriickstandes wurde entweder frische Flissigkcit 
benutzt oder das im AuBengefaB befindliche Diffusat. Im letzteren 
Falle sollte, falls in diesem Diffusat ein Coenzym vorhanden war, 
nach stattgefundener Verdiinnung die Wirksamkeit eine viel gréBere 
sein als nach Verdiinnung mit frischer Fliissigkeit derselben Art. In 
anderen Kontrollversuchen wurden 25ccm wirksamen, nicht dialy- 
sierten Ca Cl,-Extraktes mit der gleichen Menge frischer AuBenfliissigkeit 
verdiinnt und dann wahrend der Dauer der Dialyse bei Zimmertemperatur 
stehengelassen. In der gewéhnlichen Weise wurden darauf 25 cem 
dieser Mischung auf ihre Wirksamkeit gegen eine Harnstofflésung 
geprift. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle X dargestellt. 


Tabelle X. 





Wirkungs- 
koeffizienten 


0,38 mol. CaClo-Extrakt . . . . i 163—180 
Riickstand nach Dialyse gegen 25 com. H, 0 verdinnt mit Hy ©) 

zu gleichen Teilen .. . kn CE 6 
Riickstand verdiinnt mit Diffusat ; mu " gleichen Teiien a ; 14 
Riickstand nach Dialyse gegen fliebendes Wasse rleitungswasser 

verdiinnt mit Wasserleitungswasser zu gleichen Teilen . . . a) 
Riickstand a h Dialyse gegen 0,38 mol. CaCl, verdiinnt mit 

0,38 mol. CaCl, zu gleichen Teilen . . . a ee 8 


Rickstand verdiinnt mit Diffusat zu gleic hen Teilen n ; 
Riickstand nach Dialyse gegen erwarmtes Serum (25 cem) ver- 


diinnt mit Serum zu gleichen Teilen. . . . 44 
Riickstand nach Dialyse gegen fliebendes Seewasser "verdannt 

mit Seewasser zu gleichen Teilen ..... . es Gh 24,5 
tiickstand nach Dialyse gegen 0,5 mol. NaCl verdiinnt | mit 

0.5 mol. NaCl-Lésung zu gleichen Teilen . ........ 10 


25cem des 


In einer zweiten Versuchsreihe (Tabelle X1) wurden 
0,38 mol. CaCl,-Extraktes gegen 25 ccm der verschiedenen Fliissigkeiten 
oder gegen flieBendes Wasserleitungs- oder Seewasser 6 Stunden lang 
dialysiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden in der gew6hnlichen Weise 
25 ecm des Riickstandes in einem Kollodiumsack auf seine Wirksamkeit 
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gegeniiber 25cem einer 1°,igen Harnstofflésung unter Zusatz von 
0,5 cem Toluol gepriift. In anderen Versuchen wurde nach Beendigung 
der Dialyse zu dem Riickstand im Kollodiumsack die gleiche Quantitat 
der im umgebenden GefiB befindlichen Fliissigkeit, gegen die die 
Dialyse stattfand (Diffusat), zugefiigt. In Kontrollversuchen wurde 
statt des Diffusats die entsprechende Menge frischer Flissigkeit der- 
selben Art zur Verdiinnung benutzt. 


Tabelle XT. 





Wirkungs- 
koeftizienten 


0,38 mol. CaCly-Extrakt . . ae 160—172 


0,38 mol. CaClo-Extrakt verdiinnt mit “Hy 0 zu " gleic hen Teilen 73 
Unverdinnter Riickstand nach Dialyse gegen HyO. . . 86,5 
Mischung von Riickstand und Diffusat zu gleichen Teilen 28,5 
0,38 mol. CaCly-Extrakt nach Dialyse gegen fliebendes Wasser- 
leitungswasser ’ en oe er Pe ae rae og ae 
0,38 mol. CaCly -Extrakt nach Dialyse gegen 0,38 mol. CaCly- 
Losung (nicht verdiinnt) .. . ‘ 
0,38 mol. CaClg-Extrakt nach Dialyse gegen erwirmtes Serum 


11 
94 


65.5 


(nicht verdinnt) . . 
0,38 mol. CaCl,-Extrakt nach Dialyse gegen flieBendes Seewasser 67 
0,38 mol. CaCl,-Extrakt verdiinnt mit Seewasser zu gleichen 

MN ignite char) pit, ibmthod ace wlw hs, a poets ole es 
Extrakt hergestellt mit 0,38 mol. CaCl, in Borsaéure-Borax- 


TINE hh Tal Stench Gg ia hap tack we Tele | 
Riickstand von 0,38 mol. CaCly-Extrakt in Borsiure-Borax- 
Puffer nach Dialyse gegen 25cem H,0O (nicht verdiinnt) . 
Mischung dieses Riickstandes mit Diffusat zu gleichen Teilen 


Die Wirkungskoeffizienten stellen in der Regel, wie auch in den 
Tabellen I bis IX, in vielen Fallen, die Durchschnittsziffern dar, die in 
mehreren Versuchen erhalten wurden. In den einzelnen Experimenten 
fanden wir bei Benutzung der Dialyse betrachtliche Variationen; doch 
glauben wir, daB die Benutzung der Durchschnittsziffern eine annahernd 
richtige Darstellung der Ergebnisse méglich macht. 

Aus Tabelle X ersehen wir, daB, falls nach beendigter Dialyse 
der Riickstand im Kollodiumsack mit der gleichen Menge von frischer 
Fliissigkeit verdiinnt wird, der gréBte Teil der Ureasewirksamkeit 
verloren gegangen ist. Dies gilt besonders fiir Dialyse gegen destilliertes 
H,O, flieBendes Wasserleitungswasser, 0,5 mol. NaCl und 0,38 mol. 
CaCl,. Der Verlust ist weniger stark, falls die Dialyse gegen Limulus- 
serum, in dem durch Erwirmen die Urease inaktiviert war, oder gegen 
flieBendes Seewasser stattfand und falls nach Beendigung der Dialyse 
die Verdiinnung mit diesen beiden Fliissigkeiten vorgenommen wurde. 
Falls die Verdiinnung mit der AuBenfliissigkeit (dem Diffusat) statt- 
fand, wurde keine bemerkenswerte Verstérkung der Ureasewirkung 
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beobachtet. Doch war in einem Falle der Verlust der Ureasewirksamkcit 
unter diesen Umstanden ein wenig verringert. 

Die Versuche in Tabelle XI wurden mit der zweiten Methode 
angestellt; die Dialyse fand hierbei gewéhnlich gegen 25 ccm AuBen- 
flissigkeit statt, wahrend in den Versuchen in Tabelle X die Dialyse 
meist gegen 50 ccm AuBenfliissigkeit vorgenommen wurde. Ferner 
wurde in den Versuchen der Tabelle XI nach AbschluB der Versuche 
der Riickstand nicht weiter verdiinnt. Unter diesen Umstinden ist 
der Verlust in der Innenfliissigkeit viel geringer als in den in Tabelle X 
dargestellten Versuchen. Dialyse gegen H,O, 0,38 mol. NaCl,, durch 
Warme inaktiviertes Serum, flieBendes Seewasser verhalt sich ungefahr 
gleich. und der Verlust entspricht hierbei dem Verlust, den 0,38 mol. 
CaCl,-Extrakt erleidet, falls derselbe mit gleichen Mengen H,O oder 
Seewasser verdinnt wird. Dialyse gegen flieBendes Wasserleitungs- 
wasser bewirkt einen viel gréBeren Verlust, der wahrscheinlich groBen- 
teils durch die Diffusion von Ca in die AuBenfliissigkeit bedingt ist. 
In einem Versuche, in dem 0,38 mol. CaCl,-Extrakt, der mit einer 
Borsaéure-Borat-Pufferlésung mit py 0,7 hergestellt wurde, war der 
Verlust bei nachfolgender Dialyse gegen H,O viel geringer; doch ware 
es notwendig, diesen Versuch zu wiederholen. Auch in dieser Serie 
fand ein bedeutender Verlust statt, falls der Riickstand nach Dialyse 
gegen H,O mit dem Diffusat zu gleichen Teilen verdiinnt wurde. 

Wir finden also in diesen Versuchen keinen Hinweis darauf, daB 
ein Coenzym durch die Kollodiummembran in die AuBenfliissigkeit 
diffundiert. Wahrscheinlich beruht der starke Wirksamkeitsverlust 
der Urease, den wir beobachteten, hauptsachlich auf den Verlust der 
notigen Salze, hauptsachlich des CaCl,. Darum ist die Dialyse gegen 
Seewasser und Limulusserum weniger schadlich in der ersten Versuchs- 
serie, und deshalb ist auch in der zweiten Serie die Dialyse gegen 
flieBendes Wasserleitungswasser besonders nachtriaglich. Aber in der 
ersten Versuchsreihe wurde auch durch Dialyse gegen 0,38 mol. CaCl, 
das Ergebnis nicht verbessert. Das mag darauf beruhen, dab unter 
diesen Bedingungen, wo eine Abnahme in der Urease stattgefunden 
hatte, ein relativer UberschuB von CaCl, vorhanden war und daB dieser 
schadlich wirkte. Vielleicht wirkte unter diesen Bedingungen auch der 
Verlust von anderen Salzen schadlich. Wir miissen auch die Méglichkeit 
beriicksichtigen, da®B Anderungen in dem py der Innenfliissigkeit 
wahrend der Dialyse von Bedeutung sein mdégen fiir den Verlust an 
Ureasewirksamkeit in diesen Versuchen. 

Es bestand noch die Méglichkeit, daB ein Teil der Urease oder 
einer anderen die Ureasewirkung in irgendeiner Weise verstarkenden 
Substanz wahrend der Dialyse in die Kollodiummembran eindringt 


und hier zuriickgehalten wird. Um diese Méglichkeit zu priifen, zer- 
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schnitten wir daher in einigen Versuchen nach beendigter Dialyse die 
hierbei benutzte Kollodiummembran in kleine Teile und setzten diese 
Suspension der Innenfliissigkeit zu; die Mischung wurde dann auf ihre 
Wirksamkeit gegen Harnstofflésung gepriift. Wie Tabelle XII zeigt, 
wurde hierdurch der Wirkungskceffizient der Urease merklich erhéht, 
ohne daB aber die volle Wirksamkeit des 0,38 mol. CaCl,-Extraktes 
hergestellt wurde. Wir miissen es vorléufig unentschieden lassen, 
worauf diese Witkung- der Membranteile beruht. Doch mag bemerkt 
werden, daB es uns nicht gelang, aus den Membranteilen direkt die 
Urease durch 0,5 mol. NaCl- cder 0,38 mol. CaCl,-Lésung zu extra- 
hieren; doch mag dies darauf beruhken, dab unter diesen Bedingungen 
das Extraktionsmittel ungiinstig war, und daB insbesondere bei Ex- 
traktion mit 0,38 mol. CaCl,-Lésung vielleicht ein UberschuB von 
CaCl, schadlich wirkte. 
Tabelle XII. 





Wirkungskoeffizienten 


von 0,38 mol. von nicht einer Suspension von Kollo- 
Ca Cly-Extrakten verdiinntem Riickstand diummembran im Riickstand 


198.5 135,0 179.5 
118,0 31,0 99,5 
162.5 95,0 133.5 

95,0 132.5 
206.0 77.5 105.5 


SchluBfolgerungen. 


Wir fanden, daB die Beziehungen zwischen Metallen und Amoebo- 
cytenurease von Limulus, die unsere friiheren Untersuchungen auf- 
deckten, fiir diese Urease spezifisch sind und nicht fiir die im Muskel 
und in Blutserum von Limulus enthaltene Urease gelten; ebensowenig 
zeigt die in Amoebocyten enthaltene Lipase diese Beziehungen auf. 
Es lag daher die Annahme nahe, daB die Besonderheit der Amoebo- 
cytenurease méglicherweise durch das Vorhandensein eines besonderen 
Coenzyms in den Amcebocyten bedingt sein mége; dieses Coenzym 
wiirde dann die spezifischen Verbindungen mit den Metallen eingehen; 
in Muskeln und Blutserum fehlte ein solches Coenzym. Aber unsere 
Versuche, ein solches Coenzym von der Amcebecytenurease durch 
abgestuftes Erwarmen oder durch Dialyse abzutrennen, waren erfolglos. 

Durch Dialyse lie sich kein Ccenzym von der Ureasre abtrennen, 
das nach nachherigem Zusatz zu dem dialysierten Extrakt dessen 
Wirksamkeit wieder hergestellt hatte. Abgestuftes Erwarmen der 
Amoebocytenextrakte zeigte zunachst, daB anscheinend in dem 
CaCl,-Extrakt die Urease merklich empfindlicher gegen Erwarmen 
ist als in dem MgCl,-Extrakt. Da aber in dem letzteren wahrscheinlich 
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durch Erwarmen auch eine die Urease hemmende Substanz zerstért 
wird, so dirfte der Unterschied in dem Verhalten des CaCl,- und 
MgCl,-Extraktes geringer sein, als die Versuchsergebnisse es anzeigen. 
Da CaCl,-Zusatz zu Blutserum von Limulus auch hier die Warme- 
empfindlichkeit der Urease erhéht und sie der Warmeempfindlichkeit 
der in CaCl,-Extrakt aus Amoebocytengewebe vorhandenen Urease 
ahnlich macht, so ist es wahrscheinlich, daB Ca diese Warmeempfindlich- 
keit steigernde Wirkung nicht indirekt durch EKinwirkung auf in diesen 
beiden Substanzen vorhandenes EiweiB ausiibt, das ja verschieden 
ist, sondern daB es direkt auf die Urease einwirkt. 

Es gelang uns nicht, durch abgestuftes Erwairmen der Extrakte ein 
Coenzym von der Urease abzutrennen. Falls aber dennoch ein solches 
Coenzym, das die spezifischen Bindungen mit den verschiedenen Metallen 
eingeht, vorhanden ware, miBte die Warmeempfindlichkeit dieser 
Metall-Coenzymverbindungen ahnlich derjenigen der Urease sein. 
Jedoch ware das Ca-Coenzym ein wenig resistenter gegen Erwarmen 
als die Urease, wahrend umgekehrt das Mg-Coenzym etwas weniger 
resistent ware. Wir glauben, daB die von uns gefundenen Tatsachen 
sich besser durch die Annahme erklaren lassen, daB durch Erwarmen 
die Dissoziierbarkeit der Metallureaseverbindungen herabgesetzt wird 
und da die Dissoziierbarkeit nicht ganz der Schadigung der Urease 
parallel geht. Zusatz von durch Erwiarmen inaktiviertem CaCl,-Extrakt 
verstarkt nicht die Wirksamkeit des schwach wirksamen NaCl- 
Extraktes. Doch verstarkt auf der anderen Seite ein solcher Zusatz 
die Wirkung von MgCl,-Extrakten. Dies wird wahrscheinlich bewirkt 
durch eine teilweise Umwandlung der Mg-Urease in Ca-Urease.  Fiir 
diese Erklarung spricht die Tatsache, daB die Verstarkung der Wirksam- 
keit des Mg-Extraktes bei starkerer Erwirmung der CaCl,-Extrakte in 
gleicher Weise abnimmt, wie die Wirksamkeit der Urease des 
CaCl,-Extraktes unter dem EinfluB der Erwirmung. Dies wiirde 
auf die Ahnlichkeit in der Empfindlichkeit der Urease und des hypo- 
thetischen Coenzyms hindeuten. Doch wird die Aktivierung des Mg-Ex- 
traktes durch Zusatz von Ca-Extrakt etwas weniger leicht durch Er- 
wairmung geschidigt als die Urease. 

In ahnlicher Weise bewirkt Erwirmen der MgCl,-Extrakte eine 
ahnlich abgestufte Erniedrigung der Wirkungskoeffizienten der in den 
Extrakten enthaltenen Urease und der Aktivierbarkeit dieser Extrakte 
durch Zusatz von CaCl, in Substanz; doch wird anscheinend die 
Aktivierbarkeit etwas mehr geschadigt als der Wirkungskoeffizient der 
Urease. Allerdings mag, wie wir oben zeigten, die Urease hierbei 
starker geschadigt werden, als es den Anschein hat. Wir nehmen an, 
daB die Ersetzbarkeit des Mg durch Ga in der Mg-Ureaseverbindung 
durch abgestufte Erwirmung herabgesetzt wird. 
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Wir fanden, daB die geringe Wirksamkeit des NaCl-Extraktes des 
Amoebocytengewebes nicht durch das Vorhandensein einer die Urease- 
wirkung hemmenden Substanz in diesem Extrakt erklart werden kann. 

Die Tatsache, daB Amoebocytenurease sich so verschieden von der 
anderswo in Limulus vorhandenen Urease verhalt und auch so stark 
von dem Verhalten der in den Amcebocyten vorhandenen Esterase 
abweicht, kénnte darauf beruhen, daB in dem Amoebocytengewebe 
das Enzym in einer Form vorhanden ist, in welcher es leicht Bindungen 
mit verschiedenen Metallen eingehen kann, wahrend im Gegensatz dazu 
Urease in anderen Geweben in fester Verbindung mit gewissen Stoffen 
vorhanden ist, die die leichte Umwandlung dieser Verbindung in ver- 
schiedene andere Metallureaseverbindungen unmdglich macht. Eine 
solche Annahme findet eine gewisse Stiitze in der von uns festgestellten 
Tatsache, da Extraktion der Urease aus Amoebocytengewebe mit 
MgCl, die Wirksamkeit eines nachtraglichen Zusatzes von CaCl, ver- 
hindert, sowie auch in dem von uns erhobenen Befunde, daB anscheinend 
im Laufe der Zeit die Metallureaseverbindungen fester werden. Hierbei 
mégen vielleicht Urease-Proteinverbindungen eine Rolle spielen, und 
es ist méglich, daB die spezifische Metallwirkung auf der Verbindung 
des Metalls mit einem mit der Amoebocytenurease verbundenen 
spezifischen Protein beruhen. Die Sonderstellung der Amoebocyten- 
urease diirfte die letztere zu einem giinstigen Untersuchungsobjekt 
fiir die hier beriihrten Probleme machen. 
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Notiz iiber Spirographishimin. 


Von 


Otto Warburg und Erwin Negelein. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin- Dahlem. ) 


(Eingegangen am 30. Dezember 1931.) 


Spirographishamin hat nach friiheren Analysen! die Zusammen- 
setzung Cy.H.N,O0O;FeCl, enthalt also zwei Kohlenstoffatome weniger und 
ein Sauerstoffatom mehr als das gewohnliche Bluthimin (Cj, H3:N,0,FeCl). 

Fir Spirographisporphyrin? fanden wir Cs,H,,N,O, (+ 1H).  Be- 
handelt man dieses Porphyrin mit Methylalkohol und Salzsiéiure bei Zimmer- 
temperatur, so entsteht ein Di-Ester, der kristallisiert, den Schmelzpunkt 
285° (korr.) und die Zusammensetzung C,,H,,N,0,; hat. Lést man das 
Porphyrin in Pyridin und erhitzt mit Hydroxylamin, so entsteht das Oxim 
C32 Hg Ns O;- 

Nach alledem halten wir es fiir sicher, daB Spirographishimin 32 Kohlen- 
stoff- und 5 Sauerstoffatome enthalt, und daB von den 5 Sauerstoffatomen 
eines als Ketonsauerstoff vorliegt, waihrend 4 Sauerstoffatome Carboxy]- 
sauerstoffatome sind, da das Porphyrin einen Di-Ester liefert. Was die 
Zahl der Wasserstoffatome anbetrifft, so ist sie wahrscheinlich 30 (keines- 
falls gréBer als 32), doch ist diese Zahl wegen der Fehlergrenzen der Analysen 
unsicher. 

Lést man Spirographishéimin in verdiinnter Natronlauge und schiittelt 
mit Palladium und Wasserstoff einige Tage bei 38°, so entsteht unter Um- 
schlag der Spektralerscheinungen ein hydriertes Haimin (Hamochromogen- 
reaktion : langwelligste Bande 547 gegen 584 wu des nichthydrierten Hamins). 
Die Hydrierung ist fiir die Bestimmung der Konstitution wichtig. Sie geht 
in guter Ausbeute nur mit dem Hamin, nicht mit dem Porphyrin, bei dem 
die Hydrierung zu weit geht. 

Aus dem hydrierten Hamin wurde das Porphyrin gewonnen. Mit 
Methylalkohol und Salzsiéiure entsteht ein Di-Ester, der kristallisiert, den 
Schmelzpunkt 246° (korr.) und die Zusammensetzung C,,H,,.N,O, hat. 

Das Spektrum des hydrierten Esters in Ather ist: 482 bis 510, 523 bis 
535, 566 bis 569 (Schatten bis 582), 596 schwach, 620 bis 622. 

Das Spektrum des freien hydrierten Porphyrins in Ather ist: 485 bis 
505, 525 bis 534, 566 bis 569, 575 bis 580, 595 bis 597, 620 bis 623. 

Beim Vergleich mit Mesoporphyrin zeigt sich nahe Ubereinstimmung, 
alle Banden sind gegen Mesoporphyrin um einen sehr geringen Betrag nach 
rot verschoben. Die Salzséurezahl des hydrierten Porphyrins ist 0,4 (Meso- 
porphyrin 0,5 und Deuteroporphyrin 0,3). 


1 O. Warburg, E. Negelein u. E. Haas, diese Zeitschr. 227, 171, 1930. 
* Vgl. die vorhergehende Arbeit S. 9. 
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Nach Analyse und Salzsiurezahl steht das aus hydriertem Spiro- 
graphishamin gewonnene Porphyrin den Fischerschen Hamoporphyrinen! 
nahe, unterscheidet sich aber von ihnen durch den héheren Schmelzpunkt 
des Esters (246 gegen 214°) und durch sein Spektrum. Die Banden der 
Fischerschen Hamoporphyrine liegen gegen Mesoporphyrin etwas nach 
Blau, die Banden unseres hydrierten Porphyrins liegen gegen Mesoporphyrin 
etwas nach Rot. 


Die Darstellung des Spirographishimins? und des Spirographis- 
porphyrins*® ist an anderen Stellen beschrieben. Wir beschreiben hier 
die Darstellung des Oxims des Spirographisporphyrins, die Darstellung 
des Dimethylesters des Spirographisporphyrins, sowie die Hydrierung des 
Spirographishimins und die Darstellung des Esters des hydrierten Spiro- 
graphisporphyrins. 

Versuche. 

Darstellung des Oxims des Spirographisporphyrins: 38 mg Spiro- 
graphisporphyrin wurden in 10 cem Pyridin gelést, am Sandbad bis nahe 
zum Sieden erhitzt und ein Gemisch von 250 mg Hydroxylaminhydro- 
chlorid mit 250 mg wasserfreier Soda hinzugefiigt, wobei die Verschiebung 
des Spektrums nach Blau sofort eintrat. Die Lésung wurde weitere 
10 Minuten erhitzt und heiB filtriert. Nach dem Abkiihlen wurde die Lésung 
unter vermindertem Druck auf etwa 3 ccm eingeengt und heiB mit etwa 
3cem Wasser versetzt. Nach einigen Minuten kristallisierte das Oxim in 
kleinen ellipsenférmigen Plittchen. Nach 24 Stunden wurde der Nieder- 
schlag abzentrifugiert, die Kristalle auf der Zentrifuge (16000 Touren) mit 
50 °,igem, wasserigem Pyridin, Wasser und Methylalkohol gewaschen und 
getrocknet. Ausbeute: 14 mg. 


Zur Analyse wurde 3 Stunden bei 60° im Hochvakuum getrocknet. 


3,182 mg Substanz: 7,986 mg CO,, 1,490 mg H,O; 68,45°, C, 5,24°, H. 
5.5 





3,134 ,, ; 7.875 ., CO, 1,563 ,, H,O; 68,53°, C. 5,58°, H, 
3,316. ,, “ 0,355 com N (18,0°, 762 mm Hg) 12,59°, N, 
3,661 ,, é 0,391 ,, N (19,0°, 763 ,, Hg) 12.53% N. 

C H N O 
Berechnet fiir C39 Hs, N, 0; 68,0 5,54 12,39 14,15 
gc cs ee et 68,49 5,41 12,56 13,54 


Spirographisporphyrin bildet hiernach ein Oxim von der Zusammen- 
setzung C3. Hg, N; Os. 

Darstellung des Dimethylesters des Spirographisporphyrins: 60 mg Spiro- 
graphisporphyrin wurden in 20 ccm Methylalkohol suspendiert und bei 0° 
mit trockenem Chlorwasserstoff gesittigt. Nach dreistiindigem Stehen bei 
Zimmertemperatur wurde die Lésung unter vermindertem Druck bei 35° 
zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde in 20 cem Chloroform 
gelést, die Lésung mit wasserfreiem Natriumcarbonat geschiittelt, bis das 
vierbandige neutrale Porphyrinspektrum erschien. Nach dem Filtrieren 
wurde die Lésung unter vermindertem Druck auf etwa 5ccem eingeengt 


1 H, Fischer u. A. Kirstahler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 198, 43, 1931. 
2 O. Warburg, E. Negelein u. E. Haas, diese Zeitschr. 227, 171, 1930. 
’ Siehe die vorhergehende Arbeit 5S. 9. 
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und mit dem gleichen Volumen Ather versetzt, wobei die Kristallisation 
sofort eintrat. Der Ester kristallisierte in viereckigen, schrag abgeschnittenen 
diinnen Plattchen. 

Zum Umkristallisieren wurde der abgesaugte und mit Ather gewaschene 
Niederschlag in etwa 20 ccm Chloroform gelést, die Lésung filtriert und 
unter vermindertem Druck auf etwa 5 ccm eingeengt. Nach Zugabe eines 
gleichen Volumens Ather kristallisierte der Ester wieder in der gleichen 
Kristallform aus. Ausbeute: 45 mg, das sind 71 % des theoretischen Wertes. 

Das Spektrum des Spirographisporphyrinesters in Chloroform ist: 
513 bis 522, 555 bis 561, 580 bis 583, 591 bis 594, 639 bis 647. 

Der Schmelzpunkt liegt bei 285° (korr.). 

Zur Analyse wurde 6 Stunden bei 60° im Hochvakuum getrocknet. 
Der Verlust betrug 0,21 %. 

3,267 mg Substanz: 8,393 mg CO,, 1,688 mg H,O: 70,07°, C, 5,78°, H. 
5, 





3,509 ., ‘5 9,037 ,, COs, 1,876 ., H,O: 70,24% C, 5,98, H. 
3,746 ,, re 0,305 cem N (21°, 779mm Hg): 9,69°% N. 
4,891 ,, si 0,407 ., N (21%, 779 ,, Hg): 9,90% N. 
7,733 ,, de 5,8llmgAgJ: 9,93°, OCHs. 
5,159 ,, - 4,023 ,, AgJ: 10,30°% OCH. 
c H N | 0 /|OCcH, 


Berechnet fiir CygH34N40; - 
Gefunden 


0,7 5,93 9,69 13,8 10,7 
016 588 980 1416 101 


~I-1 


Das Spirographisporphyrin bildet also einen Dimethylester von der 
Zusammensetzung C;,H3,N,0;. 

Hydrierung des Spirographishdmins: Zur WHydrierung wurde das 
kristallisierte, mit Aceton gewaschene Rohprodukt verwendet, das durch 
Spaltung von Chlorocruorin mit salzsaurem Aceton' gewonnen wird. 
250 mg Palladium (dargestellt nach H. Wieland* durch Reduktion von 
Palladiumchloriir mit Ameisenséiure) wurden in 43 ccm Wasser gebracht 
und mit Wasserstoff gesiéttigt. Nach beendeter Wasserstoffaufnahme 
wurden 110 mg Spirographishimin, aufgelést in 7 cem n/10 Natronlauge, 
hinzugegeben und die Lésung 60 Stunden in einem Wasserthermostaten 
von 38° geschiittelt. Eine Probe in 25°,,igem, wasserigem Pyridin mit 
wenig verdiinnter Hydrazinlésung zeigte einen scharfen Haimochromogen- 
streifen bei 544 bis 550 wu, daneben zwei schwiichere unscharfe Banden 
bei 515 bis 519 wu und 575 bis 595 wu, von denen die letztere einem weniger 
hydrierten Spirographishimin zukommt. 

Die Lésung wurde durch Filtrieren vom Palladium getrennt und das 
Gemisch der Himine durch Zugabe von einem Tropfen Eisessig ausgefallt. 
Der Niederschlag wurde abzentrifugiert und mit Wasser gewaschen. Zur 
Abspaltung des Eisens wurde der noch feuchte Niederschlag in 55 cem 
Eisessig gelést und zu der Lésung, unter Durchleiten von Kohlenséure 
(der Sauerstoff der Luft muB8 ferngehalten werden), 5 cem frisch dargestellte 
Ferroacetatlésung in Eisessig gegeben. Dann wurde die Lésung im siedenden 
Wasserbad erwaérmt und 2ccem 37°,ige Salzséiure zugesetzt. Die Abspaltung 
des Eisens ist an dem Farbumschlag von braun nach rotviolett zu erkennen. 


1 O. Warburg, E. Negelein u. E. Haas, diese Zeitschr. 227, 171, 1930. 
2 H. Wieland, Chem. Ber. 45, 484, 1912. 
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Nach 2 Minuten wurde die Kohlenséuredurchleitung unterbrochen und die 
Lésung abgekiihlt. 

Die Trennung des Porphyringemisches geschah durch Extraktion aus 
Ather mit verschieden starker Salzsiure. Zu diesem Zwecke wurde das 
Porphyringemise h in einem Scheidstrichter unter Zugabe von Wasser in 
etwa 5 Liter Ather getrieben und die I Essigsiure durch mehrmaliges Waschen 
des Athers entfernt, bis das Waschwasser neutral reagierte. Dann wurde 
das hydrierte Spirographisporphyrin durch dreimaliges Ausschiitteln mit 
je | Liter 1°, iger Salzséuré aus dem Ather geholt und unter Abschwichen 
der Salzsiure mit Ammoniak in etwa 2 Liter frischen Ather gebracht. Die 
Extraktion mit 1°,iger Salzsiure wurde noch einmal wiederholt und die 
schlieBlich erhaltene reine Lésung von hydriertem Spirographisporphyrin 
in Ather mit Wasser neutral gewaschen. Nach dem Filtrieren wurde der 
Ather in einem weiten Reagenzrohr unter Durchleiten von Kohlensaure 
(zur Riihrung) und méBigem Erwarmen verdampft. Im ersten Ather 
blieb ein weniger hydriertes Porphyrin mit héherer Salzséurezahl zuriick, 
dessen Spektrum dem nichthydrierten Spirographisporphyrin éhnelt. 

Zum Verestern wurde das trockene hydrierte Porphyrin mit 20 cem 
Methylalkohol iibergossen und bei 0° mit trockenem Chlorwasserstoff 
gesittigt. Nach vierstiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde die 
Lésung unter vermindertem Druck bei 35° zur Trockne verdampft. Der 
Riickstand wurde in etwa 20 ccm Chloroform gelést und die Lésung mit 
wasserfreiem Natriumcarbonat geschiittelt, bis das vierbandige neutrale 
Porphyrinspektrum erschien. Nach dem Filtrieren wurde die Lésung unter 
vermindertem Druck auf etwa 2 ccm eingeengt und hei mit etwa 10 cem 
Methylalkohol versetzt, wobei der Porphyrinester nahezu vollkommen 
auskristallisierte. Zum Umkristallisieren wurde der abgesaugte, mit Methyl- 
alkohol gewaschene und getrocknete Niederschlag in Chloroform gelést, 
die Lésung filtriert, auf etwa 1 ccm eingeengt und mit etwa 5 ccm Methy!l- 
alkohol versetzt. Nach 30 Minuten war wieder der gréBte Teil des Esters 
auskristallisiert. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit Methylalkohol 
und Ather gewaschen. Ausbeute: 22 mg umkristallisierter Ester. 

Der Schmelzpunkt liegt bei 246° (korr.). 

Zur Analyse wurde 3 Stunden im Hochvakuum bei 60° <r 


3,331 mg Substanz: 8,714 mg CO,, 1,946 mg H,O: 71,34°, C, 654°) H. 
3,409 ,, 9 8,846 ,, CO,, 2,068 ,, H,O: 70,77% C, 6,79% H. 
4,620 ,, es 0,389 cem N (20,5°, 754 mm Hg): 9,72°%, N. 

3,939 ,, = 0,341 ,, N (21,5°, 755 ,, Hg): 9,97% N. 
4,194 ,, Pe 3,157 mg AgJ: 9,95°% OCH. 





Cc H N 0 OCH, 


Berechnet fiir Cg4HsgN Oe te 0 ww he ee |} eee | a | ee 
Gefunden .... . tes . . | 71,06 6,67 | 9,85 12,42) 9,95 


Das hydrierte Spirographisporphyrin bildet einen Dimethylester von 
der Zusammensetzung C3,H3,N40,. 

Zieht man hiervon 2 CH, ab, so erhalt man fiir das freie (nicht ver- 
esterte) hydrierte Spirographisporphyrin die Formel: CggHgqN4O,. 





